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EINLEITUNG

1 Einleitung

Im Jahr 2006 waren 66 508 Patienten in Deutschland dialysepflichtig, davon
begannen 17 548 Patienten in diesem Jahr erstmals mit einem chronischen
Nierenersatzverfahren. Hauptursachen fiur die Dialysepflichtigkeit stellten Diabetes
mellitus I/ll, Glomerulonephritiden sowie vaskulare Nephropathien dar (FREI und
SCHOBER-HALSTENBERG 2008).

1.1 Nierenfibrose

Nahezu jede chronische Nierenerkrankung, die letztendlich zu einer
Dialysepflichtigkeit fihrt, ist mit einer Ablagerung von Extrazellularmatrix in das
Tubulointerstitium verbunden (EDDY 2000). Dieser fibrotische Prozess ist durch eine
chronische Entzindungsreaktion charakterisiert, die zu einer Infiltration von
mononukledren Zellen in das Interstitium fuhrt (STRUTZ und NEILSON 1994). Die
infiltrierenden Entzindungszellen, hauptsachlich Monozyten und Lymphozyten,
besitzen die Eigenschaft, profibrotische Zytokine zu sezernieren. Unter diesen
Zytokinen nimmt der transforming growth factor - beta 1 (TGF-f1) eine
entscheidende Rolle ein, indem er durch Stimulation die ortsstandigen Fibroblasten
dazu anregt, sich in Myofibroblasten umzuwandeln. Ein Charakteristikum der
Myofibroblasten ist die Expression von alpha-smooth muscle-actin (a-sma) (STRUTZ
und MULLER 20086).

Neben diesen ortsstéandigen Fibroblasten kdnnte nach derzeitigem Wissensstand
auch das tubulare Epithel der Niere eine Quelle fur Fibroblasten darstellen, das nach
Umwandlung im Rahmen einer epithelial-mesenchymal transition (EMT) zu
Fibroblasten wird (STRUTZ et al. 1995) (Abb. 1.1). Nach einem aktuellen
Klassifizierungvorschlag wird diese EMT, die infolge einer chronischen Entziindung
bzw. Wundheilung beobachtet wird und zu einer Organfibrose fihren kann, als Typ 2
EMT bezeichnet (KALLURI und WEINBERG 2009). Die EMT des Typs 2 geht einher
mit einem Verlust an epithelialen und einer Akkumulation von mesenchymalen
Zellmarkern (ZEISBERG et al. 2002). Ebenso ist ein Verlust der apikal-basalen
Zellpolaritat beschrieben, der die Zelle Gber den Verlust des Basalmembrankontakts
zur Migration befahigt (ZUK et al. 1989). Die losgelésten Zellen sind durch ihre

Fahigkeit, invasiv in Gewebe einzudringen, und durch eine erhOhte Resistenz gegen

1



EINLEITUNG

Apoptose biologisch bevorteilt (KALLURI und NEILSON 2003). Begleitet werden
diese Prozesse von morphologischen Veranderungen der Zelle, insofern, als sie ein
Fibroblasten-&hnliches Aussehen annimmt und epitheliale Zellverbandsmarker wie
beispielsweise das E-Cadherin herunterreguliert, wahrend mesenchymale Marker
wie das a-sma hochreguliert werden (STRUTZ und ZEISBERG 2006). In
Mausmodellen konnte eine Beteiligung der EMT an der Menge der Matrix-
produzierenden Zellen von bis zu 36 % gezeigt werden (IWANO et al. 2002). Auch in
diesem Fall spielt das TGF-B1 bei der Induktion der EMT eine entscheidende Rolle
(OKADA et al. 1997).

Neueren Erkenntnissen zufolge konnte auf3er den Zytokinen auch die Hypoxie ein
Ausloser der EMT sein, die Uber Expression des hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1)
zu einer Aktivierung der EMT-Kaskade und damit zu einer Fibrose fiuhrt (HIGGINS et
al. 2007; HIGGINS et al. 2008).

ortsstandige  Entziindungs-
Fibroblasten  zellen

| = = Mesenchymale

E-Cadherin

Hypoxie | TGFH1 Zelle entstanden
durch EMT

Epithelzelle

Baselmembran

Abb. 1.1 Epithelial-mesenchymal transition Typ 2 (EMT): Schematischer Querschnitt durch
einen proximalen Tubulus. Die Epithelzellen erhalten durch exogene Reize (Hypoxie, TGF-B1) ein
Signal, l6ésen sich aus ihrem Zellverband und unterziehen sich einer morphologischen und
funktionellen Verdnderung hin zu einer mesenchymalen Zelle (modifiziert nach KALLURI und
WEINBERG 2009, S. 1423).

Neben der oben beschriebenen EMT, die sich auf die epithelialen Zellen bezieht,
existiert neueren Studien zufolge auch eine endothelial-mesenchymal transition
(EndMT), mithilfe derer Fibroblasten aus den endothelialen Zellen der
Mikrovaskularisation entstehen konnen (POTENTA et al. 2008). Im Rahmen der
Nierenfibrose kénnten nahezu 35% der Fibroblasten Uber EndMT entstanden sein
und den normalen endothelialen Zellen der Niere entstammen. Auch hier wird dem
TGF-B1 als Induktor der EndMT eine entscheidende Rolle zugesagt (KALLURI und
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WEINBERG 2009). Jedoch konnten sowohl EMT als auch EndMT bisher wirklich
eindeutig nur in in-vitro-Studien nachgewiesen werden (LIU Y 2010).

Endothelzellen

aus dem Knochenmark

f:..'_ o / > - /),, ’_f_qj ‘/:-..:"’-x -
e e el i
- iR il il s
1 aktivierte Fibroblasten A
Proliferation
o
e
& T e
-
SSRiam
P - B pm——
2> <
s ™ =
i

Ortsstandige Fibroblasten

Epithelzellen

Abb. 1.2 Herkunft und Anteil der Fibroblasten in fibrotischen Prozessen. Es existieren
verschiedene Quellen von Fibroblasten im Rahmen der Fibrose: Etwa 10% der Fibroblasten
entstammen dem Knochenmark, etwa 30% entstehen jeweils tber EMT bzw. EndMT und ebenfalls
etwa 30% sind ortssténdige Fibroblasten (modifiziert nach KALLURI und WEINBERG 2009, S. 1424).

1.2 Extrazellularmatrix

Die Extrazellularmatrix (EZM), die im Rahmen des fibrotischen Prozesses im
Interstitium akkumuliert, wird grol3tenteils von Myofibroblasten bzw. Fibroblasten
gebildet (STRUTZ und ZEISBERG 2006). Die Bestandteile der EZM sind zahlreich
und kaum Uberschaubar. Unter ihnen besitzen vier Substanzen die grofdte
Bedeutung. Hierzu zahlen die Kollagene, die Proteoglykane, die
Glykosaminoglykane sowie die nichtkollagenen Glykoproteine. Letztere besitzen
Aufgaben in der Strukturgebung von Geweben.

Kollagene bestehen (JARVELAINEN et al. 2009) aus einer rechtsgangigen
Tripelhelix, die durch Zusammenlagerung dreier linksgangiger Kollagen-a-Ketten

entsteht. Die Funktion des Kollagens besteht in der Strukturgebung der EZM.
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Die Proteoglykane bestehen aus einem Proteinkern, der von
Kohlenhydratseitenketten umgeben ist. Sie dienen der Stabilisierung zwischen den
Zellen eines Gewebes.

Hauptbestandteil der EZM sind die Glykosaminoglykane. Diese bestehen aus sich
wiederholenden Disaccharideinheiten, die sich aus einer Uronsaure und einem
Aminozucker zusammensetzen und zu langen Kohlenhydratketten verknipft sind.
Viele dieser Aminozucker tragen eine Sulfatgruppe. Hauptgruppen der
Glykosaminoglykane sind Hyalorunat und Heparansulfat (RASSOW 2006). Folglich
muss den Fibroblasten, die im Rahmen der Nierenfibrose groRe Mengen an EZM
produzieren, fur die Synthese von Glykosaminoglykanen eine ausreichende Menge
an Sulfat zur Verfugung stehen.

1.3 Sulfatmetabolismus

2-

Abb. 1.3 Strukturformel des Sulfations

Anorganisches Sulfat (SO.%) stellt einen der wichtigsten Makron&hrstoffe der Zelle
dar, den nahezu alle Zellen fir ihre physiologische Zellfunktion bendtigen. Im Plasma
liegt Sulfat in einer Konzentration von etwa 300 uM vor (COLE und SCRIVER 1980;
TALLGREN 1980).

Quellen des Sulfats im menschlichen Korper stellen die schwefelhaltigen
Aminosauren Methionin und Cystein dar, bei deren Abbau zu Kohlenstoffdioxid und
Wasser Schwefelwasserstoff entsteht. Dieser wird durch enzymatische Oxidation als
anorganisches Sulfat mit dem Urin ausgeschieden (SABRY et al. 1965; BROSNAN
und BROSNAN 2006).

Die Regulation des Sulfathaushalts findet hauptsachlich in den Nieren statt. Bereits
in sehr frihen Studien konnte gezeigt werden, dass Sulfat in den Nieren frei filtriert
und sehr stark ruckresobiert wird. Der Hauptort der Sulfat-Ruckresorption ist hierbei
der proximale Tubulus (HIERHOLZER et al. 1960). Der Prozess der Rickresorption
ist sattigbar und arbeitet unter physiologischen Sulfat-Plasmakonzentrationen bereits

4



EINLEITUNG

nahe der maximalen Ruckresorptionskapazitat der daran beteiligten Transporter (LIN
und LEVY 1983). Bei steigenden Sulfat-Plasmakonzentrationen wird die maximale
Ruckresorptionsrate tUberschritten und es folgt eine Ausscheidung des Sulfats Uber
den Urin. Die renale Clearance von Sulfat steigt mit zunehmender Sulfat-
Plasmakonzentration und kann ahnliche Werte wie die glomeruléare Filtrationsrate
erreichen (MARKOVICH und ARONSON 2007).

Fur den Transport des Sulfats durch die Zelle existieren in der apikalen und basalen
Membran der proximalen Tubuluszellen, da Sulfat als hydrophiles Anion nicht passiv
Uber die Zellmembran hinweg diffundieren kann (MARKOVICH und ARONSON
2007), Transportproteine vom Typ der solute-carrier-Familie, die einen Transport des
Sulfats vom Lumen in die Zelle und Uber die basolaterale Membran in die Blutbahn
ermdglichen (LUCKE et al. 1979; ULLRICH et al. 1984; DAVID und ULLRICH 1992).

Auf diese Transporter wird im Folgenden eingegangen.

1.4 Die solute-carrier (SLC) - Transporterfamilie

Die Anzahl der bekannten solute carrier umfasst inzwischen 46 Familien (Stand
2010) und mehr als 380 Mitglieder. Ein Transporter wird einer bestimmten Familie
zugeordnet, wenn die Aminosauresequenz des Transporters zu 20 — 25% Prozent
der eines Mitglieds der Familie entspricht. Die SLC-Familie stellt damit nach den G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren die zweitgrol3te Gruppe der Membranproteine im
menschlichen Individuum dar (HEDIGER et al. 2004; FREDRIKSSON et al. 2008)
Transporter im Allgemeinen dienen als Transportweg fir wichtige Komponenten der
Zelle bzw. des Zellstoffwechsels wie Zucker, Aminosauren, Nukleotide, lonen und fur
die Funktion von Medikamenten in der Zelle. Dabei kann der Transport dieser Stoffe
sowohl aktiv als auch passiv erfolgen. Der passive Transport erlaubt eine Passage
von gelosten Stoffen durch die Zellmembran entlang eines chemischen oder
elektrochemischen Gradienten, also eine Passage hin zum Ort einer niedrigeren
Konzentration bzw. einer entgegen gerichteten Ladung oder einer Kombination von
beidem. Beim aktiven Transport, den man in einen primar-aktiven und sekundar-
aktiven Transport unterscheidet, wird unter Verbrauch von ATP ein
elektrochemischer Gradient durch lonen- bzw. Stofftransport errichtet. Dieses
geschieht zumeist in einem festen stdchiometrischen Verhdaltnis (HEDIGER et al.
2004).
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Neben Transportern existieren Kanale innerhalb der Zellmembranen, die einen single
file Fluss von gelésten Stoffen entlang ihres elektrochemischen Gradienten
ermoglichen. Der Fluss durch einen Kanal ist dabei abhéngig von der
Offenwahrscheinlichkeit des Kanals bzw. dessen single channel conductance
(Anzahl von Ladungen pro Sekunde bei gegebener Spannung) (HEDIGER et al.
2004).

Innerhalb der SLC-Familie existieren Symporter, Uniporter, Austauscher sowie
mitochondriale und vesikulare Transporter (Abb. 1.4). Primar-aktive Transporter
finden sich in der SLC-Familie nicht (HOGLUND et al. 2010).

/- SLC Familie iy

Austauscher ]
Symporter J \ A Uniporter
\ \

mitochondrialer. % A o
Transporter ‘K Vesikularer

Transporter
? ATP
c ) e
Wasserkanile Ilﬁ 5 ATP-binding-

) v casette-(ABC)-
lonenkandle Pumpen Transporter

\ Sonstige Transportproteine /

Abb. 1.4 Schematische Darstellung von Transportproteinen am Zellmodell. Im oberen Bereich
dargestellt sind die Transportproteine, die in der SLC-Familie vertreten sind. Diese finden sich sowohl
in den Zellkompartimenten als auch in der Zellmembran. Im unteren Bereich finden sich die sonstigen
Transportproteine, die in der SLC — Familie nicht vorkommen. Diese Transportproteine finden sich
vornehmlich in der Zellmembran (modifiziert nach HEDIGER et al. 2004, S. 465).

Die Bedeutung der SLC - Familie wird im medizinischen Alltag haufig erst bei einem
Defekt eines der Transporter deutlich. Eine Mutation im SLC26A4 beispielsweise
fuhrt zu Taubheit (Pendred Syndrom), eine Veranderung im SLC37A4, einem Gen,
das fur einen Glukose-6-Phosphat — Transporter kodiert, fuhrt zu einer
Glykogenspeicherkrankheit. Veranderungen im SLC40A1-Gen fihren zum Bild der
Hamochromatose. In den Nieren fuhren Mutationen im SLC12A1-Gen, dem renalen
Na'-K*-2CI" - Cotransporter, zum Bartter-Syndrom, Mutationen im SLC12A3-Gen,
dem renalen Na*-CI - Cotransporter, zum Gitleman-Syndrom (HEDIGER et al. 2004).
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Im Rahmen der Sulfat-Homoéostase in den Nieren spielen, wie in Abb. 1.5 dargestellt,
jedoch hauptsachlich zwei Transporter eine entscheidende Rolle. Zum einen ist
dieses der NaSi-1 (Genname: SLC13Al), ein apikal gelegener Na*-SO,* -
Symporter, der das Sulfat in die Zelle transportiert, und zum anderen der basolateral
gelegene Transporter SAT-1 (Genname: SLC26A1), der das Sulfat im Austausch
gegen ein Anion aus der Zelle transportiert (MARKOVICH und ARONSON 2007).

SAT-1
—l
3 Na+t 2201, . -
so>_W¥ , SOz
A p—
A Na+
CFEX

K+

A= Anpion (OH, HCO;, Oxalat)
BBM = Brush-Border-Membrane (apikale Membran)
BLM = basolateral Membrane (basolaterale Membran)

Abb. 1.5 Transport des Sulfats durch die proximale Tubuluszelle mithilfe von Transportern der
solute-carrier—Familie. Aufnahme eines Sulfat-lons durch den NaSi-1 im Symport mit 3 Na“ und
Ausschleusung durch den SAT-1 im Austausch gegen ein Anion. AuRerdem kann das Sulfat die Zelle
erneut apikal durch den CFEX (Chlorid-Formiat-Austauscher) im Austausch gegen ein Anion
verlassen. Die Na'-K'-ATPase erhalt den zellularen elektrochemischen Gradienten aufrecht
(modifiziert nach MARKOVICH und ARONSON 2007, S. 364).

1.4.1 Natriumabhangiger Sulfattransporter - 1 (NaS;-1, Genname:
SLC13A1)

Der Genort fir den humanen natriumabhéngigen Sulfattransporter NaS;-1 liegt auf
Chromosom 7g31-932. Er umfasst 15 Exons und 14 Introns und erstreckt sich tber
eine Lange von 87 kb (BECK und MARKOVICH 2000). Im Menschen scheint der
Transporter, soweit bekannt, mit 13 Transmembrandomé&nen, dessen N-Terminus
intrazellular und dessen C-Terminus extrazellular liegt (MARKOVICH 2001),
ausschliel3lich in der apikalen Membran der Nierenzellen des proximalen Tubulus
exprimiert zu sein. In der Ratte findet sich die NaSi-1ImRNS hingegen neben den
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Nieren auch im Darm, wo der Transporter intestinal an der Sulfathomdostase
beteiligt ist. Dieses kdnnte fur die Sulfathomdostase im Menschen zwei Bedeutungen
haben: Entweder findet die Sulfathomdostase alleine Uber die Nieren statt oder der
im menschlichen Darm vertretene DRA (Down Regulated in Adenoma), ein
intestinaler Sulfat / Chlorid-Austauscher aus der SLC26-Familie, Ubernimmt diese
Aufgabe im Darm (SCHWEINFEST et al. 1993; LEE et al. 2000). Die
Aminosauresequenzen des NaS;-1 innerhalb der verschiedenen Spezies zeigen
groRe Ahnlichkeiten. So @hneln sich die Sequenzen zwischen Mensch und Maus zu
94%, zwischen Mensch und Ratte zu 83% (LEE et al. 2000).

Ein Natrium-abhangiger Transport von Sulfat Uber die Zellmembran konnte bereits
frih beschrieben werden. (LUCKE et al. 1981; TURNER 1984; BASTLEIN und
BURCKHARDT 1986). Der hierfur zustandige Transporter konnte spater als NaS;-1
identifiziert werden und spielt eine entscheidende Rolle in der Sulfathomdostase des
Korpers. Die biologische Funktion des NaS;-1 besteht in einem sekundar-aktiven
natriumabhéngigen Sulfat-Transport Uber die apikale Membran der proximalen
Nierentubuluszelle in die Zelle (Abb. 1.5) (MARKOVICH et al. 1993; MARKOVICH et
al. 1994). Das Verhaltnis von Natrium zu SO.% betragt 3:1. Der NaSi-1 ist folglich ein
elektrogener Symporter (MARKOVICH und MURER 2004). Kompetitive Inhibitoren
des Sulfattransports — und damit weitere Substrate fur den NaS;-1 — stellen
Thiosulfat, Molybdat, Wolframat, Citrat, Selenat sowie Succinat dar, wobei letzteres
lediglich die Aufnahme von Sulfat inhibiert, jedoch nicht transportiert wird (BUSCH et
al. 1994; LEE et al. 2000). Die Rolle des NaS;-1 in der Sulfathomo6ostase wird durch
einen knock-out von NaS1 (NaS;-1-&quivalenter Transporter in der Maus) im
Mausmodell deutlich: Die Sulfatexkretion dieser knock-out-Mause im Urin steigt an
und es kommt zu einer Hyposulfatamie, die in einer Wachstumsretardierung,
verminderter Fertilitdt sowie Verhaltensauffalligkeiten mindet (DAWSON et al. 2003).
Wahrend die Transkription des Transporters in der Maus durch Vitamin D, das
Schilddrisenhormon T3 und Glukokortikoide aktivierbar zu sein scheint, ist dieses im
Menschen nicht der Fall, da die entsprechenden Promotorregionen dort fehlen oder
trotz Anwesenheit von Vitamin D bzw. dem Schilddriisenhormon T3 nicht aktiviert
werden konnten. Allerdings konnte die humane NaS;-1-Promotorregion durch
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, wie z.B. das 3-Methylcholanthren
(ein starkes Karzinogen), aktiviert werden (LEE und MARKOVICH 2004).
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1.4.2 Sulfat-Anionen-Transporter-1 (SAT-1, Genname: SLC26A1)

Der Sulfat-Anionen-Transporter-1 geh6rt zu einer vielseitigen SLC-Familie mit
unterschiedlichen Substratspezifitaten. Das SAT-1-Protein besteht aus 701
Aminosauren und bildet 12 Transmembrandoménen, deren C- und N-Termini
intrazellular liegen. Das Protein hat eine GroRR3e von 75 kDa. Der codierende Bereich
des Gens beinhaltet 4 Exons mit einer Lange von etwa 5,8 kb (REGEER et al. 2003)
auf Chromoson 4p16.3 (SCOTT et al. 1990). Trotz groRer Ahnlichkeiten der
Promotorregionen von SAT-1 mit response elements fur Vitamin D und das
Schilddrisenhormon T3 konnten im humanen SAT-1 bisher keine Effekte durch
Vitamin D bzw. T3 gezeigt werden (MARKOVICH und ARONSON 2007).
Bisher konnten 3 humane Splei3varianten des SAT-1 identifiziert werden, die durch
alternatives Spleil3en entstehen. Das Spleil3en betrifft dabei das Exon Il, durch das
zwei Transkripte mit einer Differenz von 215 bp enstehen. Diese beiden Transkripte
werden als Isoform a bezeichnet. Die Lokalisation des Exons im untranslatierten
Bereich scheint jedoch keinen Einfluss auf die Proteinaktivitat zu haben (REGEER et
al. 2003). Das dritte Transkript, die Isoform b, ensteht durch ein fehlendes Exon und
ein alternatives 3'-Exon und besteht aus 224 Aminosauren.
Es existieren Ahnlichkeiten in der Aminosauresequenz des humanen SAT-1 (hsat-1)
mit anderen SLC26-Proteinen. So gleichen die Aminosauresequenzen von hsat-1
denen der Ratte (rsat-1) zu 78%, zu 77% denen der Maus (msat-1) und zu 44% dem
humanen Diastrophic Dysplasia Sulfate - Transporter (hDTDST, Genname
SLC26A2) (REGEER et al. 2003). Dieser Transporter ist somit der engste Verwandte
des SAT-1 und transportiert Chlorid im Austausch gegen Sulfat. Er ist &hnlich dem
SAT-1 ubiquitéar exprimiert, besonders stark jedoch im Knorpel, wo er das Sulfat fr
die Proteoglykane in der Knorpelgenese bereitstellt (SATOH et al. 1998).
Die Expression von SAT-1 kann im Gegensatz zum NaS;-1 fast schon als ubiquitar
bezeichnet werden, denn wahrend NaS;-1 im Menschen ausschlief3lich in den Nieren
exprimiert zu sein scheint, konnte SAT-1-mRNS neben einer hohen Expression in
den Nieren und der Leber auch in Pankreas, Gehirn, Hoden, Dinndarm, Dickdarm,
Thymus, Leukozyten, Prostata und Lungen nachgewiesen werden (MARKOVICH
2001).
Der humane SAT-1 zeigt eine Substratspezifitat fur Sulfat (K,=0,19), Chlorid und
Oxalat (REGEER et al. 2003). Die Funktion des SAT-1 besteht im Rahmen der
9



EINLEITUNG

Sulfathomdostase in den Nieren in einem elektroneutralen Austausch eines Sulfat-
lons gegen mono- oder divalente Anionen wie Chlorid, Bikarbonat oder Oxalat
(MARKOVICH 2001; REGEER et al. 2003; KRICK et al. 2009) uber die basolaterale
Membran der Tubuluszelle (Abb. 1.5). In Versuchen konnte gezeigt werden, dass
Formiat kein Substrat des SAT-1 darstellt. Gehemmt werden konnte die Aufnahme
von Sulfat durch Molybdat, Selenat, Wolframat, Stilbenderivate, Bikarbonat,
Thiosulfat und Phenolrot (REGEER et al. 2003; KRICK et al. 2009).

Die Relevanz des SAT-1 wird, ebenso wie bei NaS;-1, bei einem Fehlen des
Transporters deutlich. In Mausmodellen mit mSat-1 (SAT-1-aquivalenter Transporter
in der Maus)-knock-out-Mausen wurde gezeigt, dass ein Verlust des mSat-1 zu einer
Hyperoxalaturie und Hypersulfaturie, gekoppelt mit einer Hyperoxalamie und
Hyposulfatamie, fuhrt. Zusétzlich war das Auftreten von Kalzium-Oxalat-Kristallen in
den Nieren sowie der Blase erhoht und Leukozyteninfiltrationen entlang der
Nierenrindengefal3e konnten beobachtet werden (DAWSON et al. 2010).

1.5 E-Cadherin (E-CDH, CDH1)

Das E-Cadherin (Epitheliales Cadherin) gehdrt zu einer gro3en Familie von
transmembrantdsen bzw. membranassoziierten Glykoproteinen, die kalziumabhangig
sind und Zell-Zell-Kontakte vermitteln. Die Cadherin-Familie besteht dabei aus
wenigstens 5 Subfamilien, von denen das E-Cadherin der ersten, klassischen
Familie zugeordnet wird (HULPIAU und VAN ROY 2009) und gleichzeitig den ersten
identifizierten Vertreter der Cadherine darstellt (TAKEICHI 1977). Das E-Cadherin-
Gen (CDH1) ist auf Chromosom 16q22.1 lokalisiert. Das Protein besteht aus einer
Transmembrandoméne, einer kleinen zytoplasmatischen Domane und 5
extrazellularen Doméanen. Seine Gesamtmasse betragt 120 kDa (NOLLET et al.
2000; VAN ROY und BERX 2008). Die Funktion von E-Cadherin besteht in der
Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten im Rahmen von adherens junctions (Abb. 1.6a).
Die Bedeutung von E-Cadherin wird an Versuchen mit knock-out-Mausen deutlich.
Diese sterben bei Fehlen von E-Cadherin bereits intrauterin (LARUE et al. 1994;
MARRS und NELSON 1996). Die genaue Art der Bindung zwischen zwei
benachbarten E-Cadherinen ist noch Gegenstand aktueller Forschung, jedoch

scheint die Doméne 1 des extrazellularen Cadherins eine hydrophobe Tasche

10



EINLEITUNG

auszubilden, an die der Tryptophan-Rest 2 des benachbarten E-Cadherins binden
kann (PERTZ et al. 1999; MOHAMET et al. 2010).

~ 25-40 nm A Plasmamembran
P120ctn

\_ E - Cadnerin
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Abb. 1.6 Schematische Abbildungen des Zell-Zell-Kontakts von Epithelzellen unter Beteiligung
von E-Cadherin. a) Bildung von Transhomodimeren der E-Cadherine zur Verbindung von
benachbarten Epithelzellen und Herstellen einer Zell-Zell-Integritéat. Die genauen Mechanismen der
Bindung sind noch ungekléart (modifiziert nach MOHAMET et al. 2010, S. 2). b) Darstellung der funf
extrazelluldren Doméanen des E-Cadherins sowie die intrazelluldare Verbindung mit dem F — Actin des
Zytoskeletts Gber a- bzw. B-Catenin (modifiziert nach VAN ROY und BERX 2008, S. 3760).

Im Rahmen der Nierenfibrose durch eine EMT spielt das E-Cadherin eine
entscheidende Rolle. Durch die Degradierung bzw. den Verlust von E-Cadherin in
den Epithelzellen verliert die Zelle ihren Zell-Zell-Kontakt und wird nach Destruktion
der tubuléren Basalmembran zur Migration befahigt (YANG und LIU 2001). Einen
Trigger dieses Prozesses stellt TGF-B1 dar, das uber eine Tyrosin-Phosphorylierung
von a- und B-Catenin zu einer Dissoziation des E-Cadherin-Catenin-Komplexes
(Abb. 1.6b) und somit zu einem Verlust des Kontakts zwischen Zytoskelett der Zelle
und dem E-Cadherin fuhrt (VOGELMANN et al. 2005). In neueren Studien konnte
auch ein Einfluss der Hypoxie tber die hypoxia-inducible factors 1 und 2 (HIF-1 / 2)
auf eine verminderte Expression von E-Cadherin gezeigt werden (ESTEBAN et al.
2006).

1.6 Alpha-glattes Muskelaktin (a-sma, ACTA2) und Myofibroblasten

Neben Perizyten und vascular smooth muscle cells (VSMC) wird das alpha-smooth
muscle actin (a-sma) hauptsachlich von Myofibroblasten gebildet (GOWN 1990;
KALLURI und ZEISBERG 2006). Myofibroblasten besitzen im Unterschied zu

normalen Fibroblasten einzigartige kontraktile Elemente, weswegen sie eine
11
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entscheidende Rolle bei der Wundkontraktion nach Verletzungen spielen und hier
auch zuerst entdeckt worden sind (MAJNO et al. 1971). Sie gelten im Rahmen der
Nierenfibrose als aktivierter Fibroblasten-Phanotyp, der groRen Anteil an der
Produktion der EZM hat (STRUTZ und ZEISBERG 2006). Die Identifikation der
Myofibroblasten wird haufig anhand der a-sma-Expression vorgenommen, was
jedoch, wie oben erwéahnt, kein alleiniges Merkmal der Myofibroblasten ist (KALLURI
und ZEISBERG 2006). Die starke Zunahme von a-sma in der fibrotischen Niere
konnte neben den Myofibroblasten, Perizyten und VSMC auch durch eine de-novo—
a-sma—Synthese von Zellen, die vorher kein a-sma produziert haben, zu erklaren
sein (STRUTZ und ZEISBERG 2006). Folglich ist a-sma zwar ein einfacher und gut
zu bestimmender Marker, kann jedoch nur ndherungsweise als quantitatives Maf3 fur
die Myofibroblasten-Anzahl in einem Gewebe verstanden werden (OKADA et al.
2000; STRUTZ und ZEISBERG 2006).

In der Promotorregion des a-sma konnten eine Reihe von response elements und
motifs entdeckt werden. Darunter befindet sich neben einem TGF-B1-Kontroll-
Element auch eine TGF-Bl-Hypersensitivitdtsregion (HAUTMANN et al. 1997;
ELBERG et al. 2008). Analog dazu konnte in neueren Studien gezeigt werden, dass
in renalen Tubulusepithelzellen der megakaryoblastic leukemia factor - 1 (MKL-1)
exprimiert sein muss, um eine Expression von a-sma durch TGF-B1 zu induzieren.
Es kann also vermutet werden, dass TGF-B1 die a-sma—Expression durch MKL1
vermittelt (ELBERG et al. 2008).

1.7 Transforming Growth Factor - beta 1 (TGF-1)

Die Superfamilie des transforming growth factor - beta 1 (TGF-1) besteht aus mehr
als 30 Mitgliedern, einschlie3lich 3 unterschiedlichen TGF-B unduber 20 bone
morphogenic proteins (BMP) (MASSAGUE 1998). Da man zunéachst davon
ausgegangen war, dass TGF-B1 ausschlie3lich Wachstum induziert, wurde es als
Wachstumsfaktor (growth factor) bezeichnet (DE LARCO und TODARO 1978).
Wenig spater jedoch erkannte man, dass dieses Zytokin eine Fuille von
verschiedenen Funktionen hat. Neben der Induktion von Zellwachstum kann es
dieses auch inhibieren (SHIPLEY et al. 1986). AufRerdem kann TGF-B1 die
Zelldifferenzierung,  Apoptose, Zellmigration und die  Produktion von

Extrazellularmatrix sowie unzahlige weitere, die zellulare Mechanismen betreffende
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Prozesse modulieren (DENNLER et al. 2002). Da das Zytokin TGF-B1 nahezu
ubiquitar sezerniert wird und, wie oben beschrieben, einen entscheidenden Einfluss
auf die Zellfunktion hat, bedarf es einer strikten Regulation seiner biologischen
Aktivitat. Aus diesem Grund wird TGF-B1 zunachst als Vorstufe sezerniert, die durch
nichtkovalente Bindung der N-terminalen Domane an das C-terminale bioaktive
Dimer eine Bindung an den TGF-B1-Rezeptor verhindert. Diese Inaktivierung kann
durch Proteasen aufgehoben werden (LAWRENCE 2001). Ein weiterer
»Sicherungsmechanismus” besteht in der kurzen Halbwertzeit des aktiven TGF-f31,
sodass es bei auto- bzw. parakriner Sekretion des Zytokins zu einer méglichst auf
das Organ beschrankten Wirkung von TGF-1 kommt (WAKEFIELD et al. 1989).

Der spezifische TGF-B1-Rezeptor in der Zellmembran besteht aus einem
transmembrantsen Heterodimer mit intrinsischer Serin-Threonin-Kinase—Aktivitat
(MASSAGUE und WOTTON 2000). Bei Ligandenbindung phosphoryliert der Typ-II-
Rezeptor den Typ-I-Rezeptor (Abb. 1.7), was zu einer Konformationséanderung des
Rezeptors und zur Aktivierung der Kinase fuhrt (WRANA et al. 1994).

TGF-g Signalweg | [ Integrin/ILK J L Whnt/B-catenin l

TGF-31() ECM_~]

Wnt
R-l “"dp de( ]E)

i ‘ LRP5/6
4

A\ ILK, PINCH-1, Snail, Twist, LEF1
\ B1-integrin, Wnt, Id1 Jagged1 _./7

Abb. 1.7 Schematische Darstellung der Signalkaskaden im Kontext der EMT — Induktion in der
fibrotischen Niere. Neben einer Vielzahl von Stimuli, die eine EMT induzieren kénnen, sollen hier die
drei Hauptsignalkaskaden fur die Induktion von EMT in der Niere, wobei als wichtigste die des TGF-
B1-Rezeptors (roter Kasten) gilt, aufgezeigt werden (modifiziert nach LIU Y 2010, S. 216).

Die intrazellulare Signalkaskade beginnt durch die Phosphorylierung von Smad?2

oder Smad3 durch den Typ-I-Rezeptor. In der Folge bilden Smad2 bzw. Smad3 mit
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dem Co-Smad4 ein Heteromer. Dieser heteromere Komplex akkumuliert im Nukleus
der Zelle und beeinflusst so die Expression von Zielgenen dber Smad-
Bindeelemente (DENNLER et al. 2002; DERYNCK und ZHANG 2003).

Die Bedeutung von TGF-B1 fiur die Nierenfibrose wird deutlich, wenn man die in
Kapitel 1.1, 1.5 und 1.6 genannten Folgen des TGF-B1-Einflusses betrachtet. TGF-
B1 beeinflusst die Expression von E-Cadherin negativ, die von a-sma positiv und ist
damit ein Wegbereiter der EMT. Die Hauptwirkung fur die Fibrose erzielt TGF-1
dabei Uber die Smad3-abhangige Kaskade. Dieses konnte in Smad3” - Méausen
gezeigt werden, bei denen, infolge des Smad3-Verlustes, keine oder nur sehr
verzogert eine EMT und tubulointerstitielle Fibrose beobachtet werden konnte (SATO
et al. 2003). Fur die gesteigerte Expression von a-sma sind hingegen Smad2 und
Smad3 erforderlich (PHANISH et al. 2006). Neben der Smad-abhéangigen Kaskade
existieren noch weitere Signalwege (Abb. 1.7), wie beispielsweise die des Integrin-
und Wnt-Signalwegs, deren einzelne Bedeutungen aufgrund der vielen Interaktionen
mit dem Smad-Signalweg bisher noch nicht eindeutig geklart sind (WILLIS und
BOROK 2007).

1.8 Hypoxie

Sauerstoff spielt im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung eine wichtige Rolle als
terminaler Elektronentransporter im Komplex IV der Atmungskette, die fir die
Produktion des Energielieferanten ATP essentiell ist (RASSOW 2006). Die
Unterversorgung mit Sauerstoff hat demnach einen ATP-Mangel zur Folge, der
seinerseits zu einer Apoptose fuhrt. Im Menschen sind schwerwiegende Folgen
akuter Hypoxie unter anderem in Form von Myokardinfarkt oder Schlaganfall bekannt
(SEMENZA 2000). Auch bei der Entstehung von schwerwiegenden
Nierenerkrankungen, die zur terminalen Niereninsuffizienz fihren, spielt die Hypoxie
eine entscheidende Rolle (FINE et al. 2000; MANOTHAM et al. 2004a). In spateren
Stadien der Nierenerkrankung entsteht durch vorangegangene Fibrose bzw.
Nierenschadigung ein Schaden an den renalen Arterien und Arteriolen, der in der
Folge zu einer Hypoxie und dadurch zu weiterer Fibrose fihrt, indem durch die
Hypoxie entweder eine EMT induziert oder ortsstandige Fibroblasten aktiviert werden
(NANGAKU 2006). Auch in frihen Stadien anderer Nierenerkrankungen, wie zum

Beispiel einer Glomerulosklerose, bei der zunachst noch kein tubulointerstitieller
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Schaden aufgetreten ist, kann durch Schaden an Gbergeordneten Systemen wie den
Glomeruli eine peritubulare Hypoxie resultieren (MATSUMOTO et al. 2004).
AuRerdem kann ein Uberangebot vasoaktiver Substanzen, wie beispielsweise des
Angiotensin Il, eine intrarenale Vasokonstriktion mit konsekutiver Hypoxie ausldsen.
Einen weiteren Faktor fur einen frihen Nierenschaden durch Hypoxie stellt die
Anamie dar, die Hypoxie durch ein vermindertes Sauerstoffangebot im Blut erzeugt
(NANGAKU 2006). Eine Ubersicht der Ursachen fir friihe Nierenschaden durch
Hypoxie ist in Abb. 1.8b dargestellt.

" pO2 ~ 30 - 50 mmHg

Vas afferens

peritubulares.
Kapillarnetz

A. interlobularis —
distaler
Tubulus
(Konvolut)

Glomerulus

A, arcuata

proximaler
T ] : 2 Tubulus
_____ ) . A A A (Konvalut)

Pl 'Y Pl i (| Y juxtamedulléres
¥ yr i Nephron
Vasa recta —— R UL WD CRAIFN/)  Cemmm———— i b et
: i +— distaler Tubulus
7 / / proximaler i (dicker, aufsteigender [
mnems' X Tubulus 1 Teil der Henle-Schleife !
park + (Pars recta) | I>— Henle-Schleife

Papille
Mark
Rinde
b .l L dinner Teil
i /b?‘ E 4 /3 der Henle-Schleife
a) b)

Abb. 1.8 Schematische Darstellungen eines Nephrons. a) Abgebildet ist ein Nephron mit seinen
Anteilen und gemal der Verteilung Uber Mark und Rinde inklusive der dort herrschenden
Sauerstoffpartialdriicke. (modifiziert nach KLINKE et al. 2005, S. 332). b) Darstellung der
verschiedenen Angriffspunkte der Hypoxie im Rahmen der chronischen Nierenerkrankung: A) Verlust
des peritubularen Kapillarnetzes, B) verminderte Sauerstoffdiffusion als Resultat von Nierenfibrose, C)
Abnahme des peritubularen Blutflusses aufgrund von Sklerose der bergeordneten Glomeruli, D)
verminderter peritubulérer Blutfluss als Folge eines Ungleichgewichts vasoaktiver Substanzen, E)
inkorrekter Energieverbrauch als Resultat einer Entkopplung der Atmungskette durch oxidativen
Stress, F) gesteigerter Verbrauch der Tubuluszellen und G) vermindertes Sauerstoffangebot durch
Andmie (modifiziert nach NANGAKU 2006, S. 18).

Um auf eine Unterversorgung mit Sauerstoff zu reagieren, existiert eine Vielzahl von
Genen, die eine kompensatorische Antwort zu generieren versuchen. Eine dieser
Antworten wird durch einen Transkriptionsfaktor mit Sauerstoff-sensitivem und
basischem Helix-Schleifen-Helix- sowie Per-Arnt-Sim (PAS)-Motiv, dem sogenannten
hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1), erzeugt (WANG und SEMENZA 1995;
MANOTHAM et al. 2005). HIF-1 besteht aus zwei Untereinheiten, wobei die B-
Untereinheit konstitutiv exprimiert wird, jedoch regulatorisch keine direkte Rolle zu
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spielen scheint. Die a-Untereinheit wird zwar konstitutiv transkribiert, in der
Gegenwart von Sauerstoff jedoch sehr schnell degradiert. Es scheint sich bei der a-
Untereinheit also um die Sauerstoff-sensitive, regulatorische Einheit zu handeln,
deren Hypoxie-kompensierende Funktion unter anderem in einer Induktion des
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (MANOTHAM et al. 2005), sowie des
Endothelial Survival Factors Adrenomedullin (SANDNER et al. 2004), Platelet-
Derived Growth Factor (PDGF) (ZHANG et al. 2003) und Angiopoietin (KELLY et al.
2003) besteht.

In den menschlichen Nieren konnte HIF-1a im Nierenmark nachgewiesen werden.
Vor allem im inneren Nierenmark, in dem das Sauerstoffangebot am niedrigsten ist,
wird HIF-1a konstitutiv exprimiert, wahrend es in der sauerstoffreicheren Nierenrinde
bisher nicht nachgewiesen werden konnte. Die Sauerstoffpartialdricke
unterscheiden sich signifikant zwischen Nierenrinde (pO, ~ 30 — 50 mmHg) und
Nierenmark (pO, < 10 mmHg), was sich durch den unterschiedlichen Blutfluss in
beiden Regionen erklaren lasst (MANOTHAM et al. 2005) (Abb. 1.8a). Der Blutfluss
in der Rinde muss fur die glomerulare Filtration und Reabsorption, die unter anderem
auf hydrostatischen Prinzipien beruht, hoher sein als im Nierenmark, in dem ein
osmotischer Gradient zur Urinkonzentration aufrecht erhalten werden muss und nicht
»=ausgespult werden darf (BREZIS und ROSEN 1995).

Hypoxie spielt bei vielen Arten der Nierenschadigung eine Rolle. Auch in der
Entstehung der Nierenfibrose kann im Rahmen der EMT durch Hypoxie ein Verlust
von Zell-Zell-Kontakten und Transdifferenzierung von Tubulusepithelzellen hin zu
Myofibroblasten beobachtet werden (MANOTHAM et al. 2004b). In neueren Studien
konnten Kida et al. — und spéter Sun et al. in humanen Tubulusepithelzellen — mit
Twist einen basischen Helix-Schleife-Helix-Transkriptionsfaktor anftihren, der
entscheidenden Einfluss auf die Entstehung von EMT zu nehmen scheint (KIDA et
al. 2007; SUN S et al. 2009). Unter hypoxischen Bedingungen war die Expression
von Twist hochreguliert, ebenso die von a-sma und es konnte eine verminderte
Expression von E-Cadherin beobachtet werden. Passend dazu konnte in der
Promotorregion von Twist ein HIF-1la—Bindeelement entdeckt werden, was vermuten
lasst, dass HIF-1a Uber Twist zur Entstehung von EMT beitragen konnte. Die
genauen Mechanismen zur Expression und Regulation von Twist sind jedoch bisher
unklar (SUN S et al. 2009).
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2 Fragestellung

Die Rolle der beiden Transporter NaS;-1 und SAT-1 im Rahmen der physiologischen
Sulfathomdostase des menschlichen Korpers konnte in mehreren Studien bereits
eindriucklich nachgewiesen werden. Fraglich ist jedoch, welche Rolle diese beiden
Transporter bei dem pathologischen Bild der Nierenfibrose sowie deren Entstehung
spielen. Dass die an der Fibrose beteiligten Fibroblasten zur Bildung von
Extrazellularmatrix Sulfat benétigen (siehe Kap. 1.4), ist unstrittig. Es ist jedoch
bisher nicht eindeutig geklart, auf welchem Weg die Fibroblasten der Zelllinien
TK173 und TK188 das hydrophile Sulfat transportieren. Deshalb soll in dieser Arbeit
untersucht werden, ob die Transporter NaS;-1 und SAT-1 hierbei eine Rolle spielen
kdnnten, also in den untersuchten Zelllinien exprimiert werden. Im Anschluss daran
soll der Einfluss von Hypoxie und TGF-B1 — beide bekannt als Induktoren einer
Fibrose im Rahmen einer EMT — auf die beiden Zelllinien im Hinblick auf die
Transporter-Expression untersucht werden, denn der Einfluss von TGF-B1 auf renale
Fibroblasten und deren Sulfattransporter ist bisher nur unzureichend geklart.

Der Einfluss von TGF-B1 sowie von Hypoxie auf den epithelialen Marker E-CDH und
den Fibrosemarker a-sma im Rahmen einer Fibrosierung konnte, wie in der
Einleitung beschrieben, bereits in Studien gezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit
soll dieser Einfluss im Speziellen auf die renalen Zelllinien TK173 und TK188
untersucht werden. Wahrend viele Versuche zu diesem Thema bisher nur an Maus-
bzw. Rattenmodellen durchgefiihrt wurden, stellen diese beiden Zelllinien ein gutes

humanes in-vitro-Modell dar.
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3 Material

3.1 Oligonucleotidprimer

Die sequenzspezifischen Oligonucleotidprimer zum Nachweis der
sulfattransportierenden Systeme, der epithelialen Marker sowie der Fibrosemarker
wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen und sind im

Folgenden aufgelistet.

Protein i f o Produkt-  Anneal.
(Gen) Primer Sequenzs -3 lange Temp. Zyklen  Gel
334for TCACCATCTTCC
GAPDH AGG AGCG . .
(GAPDH) goc,  CTGCTTCACCAC ~ >/2PP 58°C 22 15%
CTTCTT GA
00for  GCC AAC CTC ATC
SAT-1 TACTTC CTC . .
(SLC26AL) gp, . ~ TGGTAAAGCCCG — 2>4PP 56°C 35 2%
GTC ATC AG
165t TTTGGC TCA CAG
NaS:-1 AAG CAT TG . .
(SLC13A1) ..~ AGCCATGCAGGA 2280 55°C 40 2%
TTTACACC
GGT TCAAGC TGC
1156for
E-CDH TGACCTTC , .
(COH1) 749,  TGTCCGGATTAA  O83PP 53%C 35 15%
TCT CCA GC
38for AGG AGT TCC GCT
a-sma CCTCTCTC . .
(ACTA2)  ,., = GGAGCTGCTTCA 3PP 55°C 35 15%
CAG GAT TC
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3.2 Real-time PCR Assay

Die real-time PCR Assays wurden bei der Firma Applied Biosystem (Foster City, CA,

USA) erworben und sind im Folgenden aufgefihrt.

Protein

(Gen) Assay SpleiRvariante
(ESQEB:) Hs99999905_m1 NM_002046.3
(ShLSC/;'(I;—Al\l) Hs00758185 m1l NM_134425.1
(ShLl\é;alséﬁl) Hs00223705_m1 NM_134425.1

(%gll_)llH) Hs01013959_m1 NM_004360.3

(ACTA?) Hs00426835_g1 NM._001613.2

3.3 Antikorper

Die fur den Western Blot verwendeten Antikorper sind im Folgenden aufgefihrt.

Antikorper Konzentration Anbieter
-actin (monoklonale _
B-actin ( S 0,1 mg/ml Dianova / DLN-07274
Maus-IgG)
Ziege anti-Maus IgG 1 mg/mi Calbiochem /401215

SLC26A1 (polyklonales
Kaninchen-IgG)

Aviva Systems Biology /
ARP 44028_P050

Santa Cruz Biotechnology /
sc-2004

1 mg/mi

Ziegen anti-Kaninchen IgG 0,4 mg / ml

3.4 Zellmaterial

Die Zellen der Linien TK173 und TK188, die bei den Versuchen eingesetzt wurden,
entstammen humanen Nierenbiopsien, die von der Abteilung Nephrologie und
Rheumatologie der Georg-August-Universitdt Gottingen aufbereitet und zur
Verfigung gestellt wurden. Die Proben liegen vollstandig anonymisiert vor.

Bei beiden Zelllinien handelt es sich um Fibroblastenkulturen. Wéahrend die Zellen
der Linie TK173 einer morphologisch gesunden humanen Niere entstammen, sind

die Zellen der Linie TK188 aus einer Niere mit tubulointerstitieller Fibrose bei
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bekannter IgA-Nephritis enthommen worden, stellen damit also das pathologische

Korrelat zur Zelllinie TK173 dar.

3.5 Medien, Losungen, Puffer

Alle Zellkulturmedien wurden autoklaviert.

Medium, Lésung, Puffer

Zusammensetzung

Agarosegel-Elektrophorese Ladepuffer 5x

Ampicillin (Stammlésung)
= USB, US11259
Bradford Losung 4x

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Low Glucose (LG)
= Applichem, A1314,9050

Enhanced Chemiluminescence (ECL)-
LOsung

Ethidiumbromid (Stammlésung)
= Sigma, E1510

Mammalian Ringer

(Na'-frei)

Mammalian Ringer

6,3 g Glycerol

2 ml 0,5 M Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
pH 8,0

50 ul Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
HCI pH 7,6

0,001 % (w/v) Bromphenolblau

0,001 % (w/v) Xylencyanol FF

aufgefullt auf 10 ml mit nukleasefreiem aqua

dest.

100 mg / ml in aqua dest.

0,4 g Coomassie Brilliant Blue G-250
200 ml Athanol

400 ml 1 N Phosphorsaure

aufgefullt auf 1 | mit H,O

10,03 g DMEM-LG

3,7 g NaHCO; (pulverisiert)

aufgefullt auf 1 | mit aqua dest.

vor Verwendung als Medium zugefigt:
200 mg Glutamin

Penicillin (100 U / ml Medium)
Streptomycin (100 pg / ml Medium)
50 ml 10% “Fetal Calf Serum”

100 mM Tris/HCI pH 8,5

2,65 mM H202

1,25 mM Luminol in

Dimethylsulfoxid (DMSO)

0,225 mM Coumarsaure in DMSO

10 mg / ml in nukleasefreiem aqua dest.

130 mM Tetramethylammoniumchlorid
(TMACI)

4 mM KCI

1 mM CaClz2

1 mM MgCl2

20 mM Hydroxyethylpiperazinylethan-
sulfonsaure (HEPES)

1 mM TMAPO4

18 mM Glucose

mit Tetramethylammoniumhydroxid
(TMAOH) auf pH 7,4 eingestellt

130 mM NacCl

4 mM KClI
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1 mM CaClz2

1 mM MgCl2

20 mM HEPES

1 mM TMAPO4

18 mM Glucose

mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt

Marker (Agarosegel-Elektrophorese) 10 pl Marker
= Invitrogen, 15628-050 40 pl 5x Agarosegel-Elektrophorese-
Ladepuffer
150 pl nucleasefreies aqua dest.
Marker (Agarosegel-Elektrophorese) 100 pl Marker
= Fermentas, SM0321 100 pl 6x Ladepuffer (Fermentas, R0611)
400 pl nukleasefreies aqua dest.
Marker (Western Blot) 250 ul Marker
= Fermentas, SM0671
Membranpuffer 150 mM NacCl
50 mM Tris-HCI
5mM EDTA

100 pl / 10ml Phenylmethylsulfonylfluorid
4 ul/ 10 ml Aprotinin
4 ul/ 10 ml Leupeptin

PBS (Posphat-gepufferte Salzlésung) 9,55 g in 1 | aqua dest.
= Applichem, A0964

SDS-PAGE Laufpuffer (10x) 30,3 g Tris-Base

144 g Glycin

10 g SDS

mit aqua dest. auf 1 | aufgefillt
SDS-PAGE Sammelgel Puffer 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

0,4 % SDS in aqua dest.
SDS-PAGE Trenngel Puffer 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

0,4 % SDS in aqua dest.
SDS-PAGE Ladepuffer 5 mM Tris-HCI, pH 6,8

10 % Glycerol (v/iv)

1% SDS

1 % B-Mercaptoethanol
TGF-B1-Pufferlésung 50 mM Trishydroxymethylaminomethan-

Azetat (Tris-Acetat) HCI 7,5

20 % (w/v) Glycerol

1 mM EDTA
Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer 5x 54 g Tris-Base

27,5 g Borsaure

20ml 0,5 M EDTA pH 8,5

aufgefillt auf 1 | mit aqua dest.
Western-Blot-Puffer 25 mM Tris-HCI

192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

3.6 Chemikalien

Die oben genannten Chemikalien wurden bezogen von AppliChem (Darmstadt,
Deutschland), Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland), Invitrogen (Karlsruhe,

Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Roche (Grenzach-Wyhlen,
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Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen,

Deutschland). Das radioaktiv markierte Sulfat (**S) stammt von der Firma Hartmann

(Braunschweig, Deutschland). TGF-B1 (Transforming Growth Factor — beta 1,

Katalognr.: 76861) wurde von der Firma biomol (Hamburg, Deutschland) bezogen.

3.7 Kits und Enzyme

Kit/Enzym

Hersteller

SV Total RNA Isolation System

Tag-Polymerase

Promega (Madison, WI, USA)
Katalognr.: Z3100

in eigener Arbeitsgruppe isoliert

3.8 Gerate
Gerat Modell Hersteller
Blotphotographie LAS 3000 Imager ALl
(Dusseldorf, Deutschland)
. . Heraeus
Brutschrank Function Line BB16 (Hanau, Deutschland)
Pharmacia
Elektrophorese EPS 3500 XL (Uppsala, Schweden)
Feinwaage 2002 MP1 sartorius

Geldokumentation
Gelkammer
Homogenisator
Hypoxie-Inkubator
Magnetriihrer
Mikroskop
Mikroskopkamera
Mikrowelle
Minizentrifuge

PCR Cycler

Gel Print 2000 |
Midi

Labsonic 3000
INVIVO, 400
KMO2 electronic
Telaval 31
PowerShot G2
Privileg 8521

C-1200

GeneAmp PCR System
2400

RoboCycler Gradient 96

(Géttingen, Deutschland)
Biophotonics

(Ann Arbor, Ml, USA)
Eurofins MWG Operon
(Ebersberg, Deutschland)
B. Braun

(Melsungen, Deutschland)
Ruskinn Life Science
(Pencoed, GroRRbritannien)
IKA Labortechnik
(Staufen, Deutschland)
Zeiss

(Oberkochen, Deutschland)
Casio

(Tokio, Japan)

Quelle Schickedanz
(Furth, Deutschland)
Labnet International
(Woodbridge, NJ, USA)
Perkin Elmer

(Waltham, MA, USA)
Stratagene

(La Jolla, CA, USA)
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pH-Meter
Photometer
Pipettierhilfe
Proteinbestimmung

Real-time PCR Cycler

RNA / DNA Calculator
und Photometer

Szintillationszahler

Ultrazentrifuge
Rotor

UV Transilluminator
Vortex
Waage

Wasserbader

Werkbank (steril)

Western-Blot-Kammer

Western Blot Power Supply

Zahlkammer
(nach Neubauer)

Zentrifugen

CG820
Novaspec I
Pipetus Accu
Mithras LB 940
Mx3005p
GeneQuant Il

1500 Tri-Carb

OTD65B
TFT6513

TM40
MS1
LC6215
D8
1083

Microflow

ST606T

Hell-lining

Biofuge fresco
Labofuge 400 R

Schott

(Mainz, Deutschland)
Pharmacia Biotech
(Freiburg, Deutschland)
Hirschmann Laborgeréte
(Eberstadt, Deutschland)
Berthold Technologies
(Bad Wildbad, Deutschland)
Stratagene

(Waldbronn, Deutschland)
Pharmacia Biotech
(Freiburg, Deutschland)
Packard Instrument
(Meriden, CT, USA)
Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)
UVP

(Upland, CA, USA)

IKA

(Staufen, Deutschland)
Sartorius

(Géttingen, Deutschland)
Haake

(Karlsruhe, Deutschland)
GFL

(Burgwedel, Deutschland)
Nunc
(Langenselbold,Deutschland)
Bio-Rad

(Miinchen, Deutschland)
Gibco

(Karlsruhe, Deutschland)
Saaringia

(Saarlouis, Deutschland)
Heraeus

(Hanau, Deutschland)

5417R Eppendorf

5415D (Hamburg, Deutschland)
3.9 Software
Programm Nutzung Hersteller

GraphPad Prism 5

Image J 1.44

Microsoft Excel 2007

Statistische Uberpriifung der
Ergebnisse und Erstellung
der Graphen
densitometrische
Auswertung der
Blots
Auswertung und  Doku-
mentation der Ergebnisse

Western

GraphPad Software, Inc.
(La Jolla, CA, USA)

National Institut of Health
(Bethesda, MD,USA)

Microsoft Corporation
(Redmond, WA , USA)
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Kulturmedium (TK-Medium)

Das Kulturmedium beinhaltete Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit
niedrigem Glucoseanteil (Lmg/ml), 200ul Glutamin, 10% Fetal Calf Serum (FCS) und
Penicillin (100 U / ml Medium) / Streptomycin (100 pg / ml Medium). Die einzelnen
Bestandteile lagen bereits steril filtriert vor und wurden dann nach dem Auftauen von
-18°C bei Raumtemperatur in sterilen Laborglasgefal3en zusammengefugt und bei
4°C aufbewabhrt.

4.1.2 Kultivierung

Die Zellen der beiden Linien TK173 und TK188 wurden in Petrischalen mit jeweils 10
ml des TK-Mediums ausgesat und im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Vor der
Zugabe in die Schalen wurden die Zellen in einer Neubauerzdhlkammer unter einer
Verdunnung von 1:10 gezahlt und die Zellsuspension im Anschluss mit TK-Medium
so verdiinnt, dass pro Schale eine Zellzahl von 1-10° Zellen der Linie TK173 und
3.10° Zellen der Linie TK188 ausgesat werden konnte. Die Ausgangsmengen der
Zellen beruhen auf deren unterschiedlichen Wachstumstendenzen, die sich in
Vorversuchen mit diesen Zelllinien herauskristallisierten. Ein Wechsel des Mediums
erfolgte alle drei Tage, eine mikroskopische Kontrolle des Konfluenzfortschritts
erfolgte alle zwei Tage. Eine vollstandige Konfluenz der Zellen war unter obigen
Bedingungen nach etwa sechs Tagen erreicht.

4.1.3 Zellernte und Passagieren der Zellen

Nach Erreichen der vollstandigen Konfluenz wurden die Zellen geerntet und
entweder der RNS-Isolation zugefiihrt oder erneut ausgesét (passagiert). Den Zellen
wurde dazu zunachst das Medium durch Absaugen entzogen und anschlie3end eine
Menge von 6 ml PBS zum Spulen zugefuhrt. AnschlieBend wurde das PBS
abgesaugt und die Menge von 3 ml Trypsin 0,1% in PBS zugegeben. Die

Petrischalen wurden dann mit dem Trypsin fir etwa drei Minuten im Brutschrank
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inkubiert, um den Ablésungsprozess des Trypsins durch Warme zu unterstttzen. Die
Zellen lieBen sich danach mit der Pipette aus den Petrischalen mit dem darin
befindlichen Trypsin ablésen. Das Trypsin mit den darin gelésten Zellen wurde
anschlielend in ein Rohrchen gegeben, in das 3 ml des TK-Mediums vorgelegt
wurden, um die Trypsin-Konzentration zu halbieren und die weitere Lyse der Zellen
zu stoppen. Das Roéhrchen wurde danach bei 1000 U/min fir 5 Minuten bei 23°C
zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand abgesaugt und verworfen. Das am
Boden des Rohrchens gebildete Zellpellet wurde erneut resuspendiert. 10 pl der
Zellsuspension sind dann in einem Eppendorf-Gefal? mit 90 pl des TK-Mediums 1:10
verdinnt und wie oben beschrieben in der Neubauerzahlkammer unter dem

Mikroskop gezéhlt und erneut ausgeséat worden.

4.2 TGF-B1

Die TGF-B1-Losung (biomol®) wurde von der Ausgangskonzentration von 0,1 mg
Protein/ml um 1:1000 auf 1 ng Protein/ul mit TK-Medium verdinnt.

Nachdem die Zelllinien TK173 und TK188 nach etwa drei Tagen Inkubation in den
Petrischalen subkonfluent ausgewachsen waren, wurde anschliel3end die TGF-B1-
Losung in verschiedenen Konzentrationen (Tab. 4.1) zusammen mit frischem TK-
Medium auf die Zellen gegeben. Die Konzentrationsgréf3en zur Orientierung wurden
aus Literaturvorgaben (STRUTZ et al. 2001) tbernommen. Um einen Einfluss der
Pufferldsung, in der die TGF-B1-Proteine geldst waren, auszuschlie3en, wurde eine
entsprechende Lésung mit 50mM Tris-Azetat, 1mM EDTA und 20% Glycerol mit

Essigsaure auf einen pH von 7,5 titriert und zu der Kontrolle zugefigt.

Zelllinie TGF-B1 (ng/ml)

TK173 -

TK173 0,1
TK173 1,0
TK173 10
TK188 -

TK188 0,1
TK188 1,0
TK188 10

Tab. 4.1 TGF-B1-Konzentrationen
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4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

4.3.1 Prinzip

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermoglicht eine Amplifikation destinkter DNS-
Abschnitte, um diese im Anschluss aufgrund ihrer Menge an identischen Kopien
nachweisen zu konnen. Fir die Reaktion missen neben dem originalen DNS-
Abschnitt (Template), der vervielfaltigt werden soll, zwei einzelstrangige Oligo-
Nukleotide (Primer) vorliegen, die durch Bindung an das Template den zu
vervielfaltigenden Bereich auf beiden Seiten begrenzen. Die Amplifikation des derart
eingeschlossenen DNS-Abschnitts erfolgt durch eine hitzestabile DNS-Thermus-
aquaticus-Polymerase (Tag-Polymerase) in 5' — 3' — Richtung. Hierbei werden in der
Reaktionslosung befindliche Desoxyribonucleotid-Triphosphate als Bausteine
verwendet. In einer vorher definierten Anzahl an Reaktionszyklen mit
unterschiedlichen Temperaturniveaus (Tab. 4.2) wird die DNS durch Erhitzen
zunachst denaturiert, durch Abkdhlung werden im Folgenden die Primer an die
Einzelstrange angelagert und schlie3lich durch die Taqg-Polymerase elongiert. Pro
Zyklus findet somit eine Verdoppelung der DNS-Kopien statt, deren Lange jedoch
erst ab dem dritten Zyklus durch die Primer auf beiden Enden definiert ist und deren
Anzahl mit den weiteren Amplifikationszyklen exponentiell ansteigt (Abb. 4.1).

Limitiert ist die Amplifikation durch einen Verbrauch der Reaktionskomponenten
sowie eine Abnahme der Polymeraseaktivitat. Eine weitere Produktamplifikation ist
dann nicht mdglich und die Reaktion erreicht eine Plateau-Phase. Eine sinnvolle
Anzahl an Zyklen, nach denen eine ausreichende Produktmenge zur Verfligung

steht, ist Ublicherweise nach 20 — 45 Zyklen erreicht.
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Abb. 4.1 Schematische Darstellung der PCR. Dargestellt ist die Ausgangs-DNS (Template), die
durch nachfolgende Denaturierung aufgetrennt und durch Anlagerung der Primer und anschlieRende
Elongation durch Tag-Polymerase vervielféltigt wird. Die Menge des gewiinschten Produkts steigt
dabei exponentiell an (modifiziert nach RASSOW 2006, S. 493).
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Zeit Temperatur  Prozess Zyklen

3 min 94°C Denaturierung 1 Zyklus
40 sek 94°C Denaturierung

50 sek 58°C Annealing 25 Zyklen
1 min 72°C Elongation

5 min 72°C Elongation 1 Zyklus

Tab. 4.2 Temperaturvorgaben und Zyklen fir die PCR

Die notwendige cDNS wurde zunachst bei -18°C aufbewahrt und fur den Versuch auf
Eis aufgetaut. In einem 0,5 mI-Eppendorf-Gefald wurden dann zu 5 pl der cDNS noch
45 pl des Mastermix (Tab. 4.3) pipettiert und anschlieend nach dem Schema aus
Tab. 4.2 im Thermocycler inkubiert.

Reagenz Volumen
RNase-freies H,O 29 ul
dNTP (1,25 mM) 8 ul

10x Puffer (5 mM) 5ul
Tag-Polymerase 1l
Forward-Primer (20 pM) 1p
Reverse-Primer (20 pM) 1l

Tab. 4.3 Mastermix fiir die PCR

Zur Bestimmung von CDH1 (E-Cadherin), SLC13A1 (NaSi-1), SLC26A1 (SAT-1) und
ACTA2 (alpha-sma) wurden die unter 3.1 genannten Primer verwendet. Eine
Negativkontrolle wurde in jedem Ansatz mitgefihrt.

Nach erfolgter Amplifikation wurden die Proben mit einer 100bp-DNS-Leiter sowie
einer Negativkontrolle auf ein Agarosegel aufgetragen. An der Grole des PCR-
Produkts orientiert, wurden fir CDH1 und alpha-sma 1,5%ige, fir NaS;-1 und SAT-1
2%ige Agarose-Gele eingesetzt.
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4.3.2 Isolierung und Aufreinigung der RNS

Isolierung und Aufreiniqung mit TRIzol® (Invitrogen, USA)

Die Isolierung der RNS aus beiden Zelllinien erfolgte zunachst uber die TRIzol-
Methode, welche sich jedoch im Nachhinein als eher ungunstig fir diese beiden
Zelllinien herausstellte, da sich hiermit nur sehr geringe Mengen RNS generieren
lieRen, die zudem auch noch verhaltnismafiig unrein waren.

Zunéchst wurde aus den 6-Well-Platten das Medium durch Absaugen entfernt und
die Platten mit den verbleibenden Zellen anschliel3end auf Eis gelegt. Danach wurde
pro Well 1 ml TRIzol® zugefiigt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Ablauf dieser Zeit wurden die Zellen mithilfe einer Eppendorf-Pipette spilend vom
Boden des Wells gelést und in ein 1,5 ml-Eppendorf-Gefald Gberfuhrt, in welches
zuvor 0,2 ml Chloroform gegeben wurden. Im Anschluss wurde das Gefald fur 2-3
min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Gefal3 kraftig geschuttelt und
bei 12000 U/min und 4°C fir 15 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die
oberste, circa 600 pl grof3e Phase in ein neues 1,5 ml-Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt, in
das zuvor 0,5 ml Isopropanol gegeben worden waren. Anschlieend wurde die
Losung fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach fur 20 min bei 12000
U/min und 4°C zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand komplett abpipettiert
und das gelartige Pellet am Boden des Gefalies belassen. Auf das Pellet wurde
dann 1 ml 75%iges Athanol gegeben, um das Pellet vom Boden zu lésen. Nach
anschlieBender Zentrifugation fiur 5 min bei 7500 U/min und 4°C, wurde der
Uberstand erneut komplett abpipettiert und nach 5 - 10 Minuten Trocknungszeit bei

Raumtemperatur das Pellet in 20 pl H,O geldst.

Isolierung mit dem SV Total RNA Isolation System (Promega, USA)

Aufgrund der unbefriedigenden Resultate bei der RNS-Isolierung mit TRIzol® wurde
das SV Total RNA Isolation System verwendet, mit welchem verlasslichere
Ergebnisse und qualitativ hochwertigere RNS erreicht werden konnten. Die
Ergebnisse der quantitativen Echtzeit-PCR wurden daher mit RNS aus dieser
Methode generiert. Die Isolierung erfolgte gemald dem beigefiigten Spin Protocol der
Firma Promega, nachdem bereits zuvor die mitgelieferten Reagenzien nach

Herstelleranleitung vorbereitet worden waren:
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Die inkubierten Zellen wurden aus den Kulturschalen entsprechend des in Abschnitt
4.3.1 beschrieben Verfahrens abgeldst, zentrifugiert und ausgezahlt, so dass eine
Anzahl von 5-10° Zellen fiir die RNS-Isolierung zur Verfiigung stand. Alle folgenden
Schritte wurden, sofern nicht anders beschrieben, bei Raumtemperatur durchgefthrt.
In einem Eppendorf-Gefal3 wurden auf die Zellen 200 pl des RNA Lysis Buffers
gegeben und anschlieRend das Gefal? kraftig geschwenkt. AnschlielRend wurden 350
pl des RNA Dilution Buffers zu der Suspension zugefligt und erneut geschwenkt. Das
Gefal? wurde anschlielRend bei 70°C fur 3 min in einem Wasserbad erhitzt und
danach bei 10 000 U/min fur 10 min zentrifugiert. Der abzentrifugierte Uberstand
wurde danach in ein neues Eppendorf-GefaR tiberfiihrt und 200 pl 95%iger Athanol
zugegeben. Der komplette Inhalt wurde anschliel3end in die mitgelieferte Spin Basket
Assembly gegeben, welche dann fir 1 min zentrifugiert wurde. Die im Eppendorf-
GefalR abfiltrierte Flissigkeit wurde im Anschluss verworfen und dann 600 pl der
RNA Wash Solution auf die Saule gegeben und fir 1 min zentrifugiert. Die abfiltrierte
Flussigkeit wurde erneut verworfen und in das Korbchen 50 pl des DNAse Incubation
Mix (40 pl Yellow Core Buffer, 5 ul MnCl, 0,09 M und 5 pl DNAse |) gegeben. Nach
Inkubation fir 15 min bei Raumtemperatur wurden 200 pl der DNAse Stop Solution in
das Korbchen hinzugegeben und anschlieend fir 1 min zentrifugiert. Im Anschluss
folgten zwei Waschschritte mit zunachst 600 pl der RNA Wash Solution und
anschlieendem Zentrifugieren fir 1 Minute und dann noch einmal mit 250 ul der
RNA Wash Solution und 2-minutiger Zentrifugation. Das Kérbchen wurde dann in ein
steriles Eppendorf-Gefald tberfiihrt und, entgegen dem Protokoll des Herstellers, der
100 pl empfiehlt, wurden 30 pl Nuklease-freien Wassers in das Kérbchen gegeben
und fur 1 min erneut zentrifugiert. Eine Reduktion der Wassermenge war erforderlich,
um ausreichende Konzentrationen an RNS zu erhalten. Versuche, die Konzentration
der RNS durch Eindampfen zu erhéhen, hatten einen nicht unerheblichen
Quialitatsverlust der RNS zur Folge, weswegen hiervon Abstand genommen wurde.

Die gewonnene RNS wurde im Anschluss direkt photometrisch auf Menge und

Reinheit gepruft und entweder bei -70°C tiefgefroren oder direkt weiterverwendet.

4.3.3 Reverse Transkription

Die aufgereinigte RNS wurde im Anschluss mithilfe einer reversen Transkriptase in
die entsprechende cDNS umgeschrieben. Hierfur wurden 2,5 pg RNS mit RNAse-
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freiem H,O in ein 0,5 ml-Eppendorf-Gefal3 auf 7 pl aufgefullt und 1 ul Oligo dT
zugefugt. AnschlieBend wurde der Inhalt des Eppendorf-Gefal3es im Thermoblock
denaturiert (Tab. 4.4).

Zeit Temperatur Prozess
10 min 70°C Denaturierung
Hold 4°C Abstoppen des Prozesses

Tab. 4.4 Temperaturvorgaben fir die RNS-Denaturierung

AnschlielRend wurden zu der Probe 12 ul des Mastermix (Tab. 4.5) hinzugegeben.
Die Negativ-Kontrollen enthielten statt der RNS RNase-freies H,O und wurden

zusammen mit den anderen Proben im Thermoblock inkubiert (Tab. 4.6).

Reagenz Volumen
5x Puffer 4 ul
M-MuLV-Transkriptase (200 Units/ml) 1l
dNTPs (10 mM) 1l
RNAse-freies H,O 6 ul

Tab. 4.5 Mastermix fur die cDNS-Umschreibung

Zeit Temperatur Prozess

60 min 37°C Denaturierung

10 min 70°C Amplifikation

Hold 4°C Abstoppen des Prozesses

Tab. 4.6 Temperaturvorgaben fir die cDNS-Transkription

Im Anschluss wurden die Proben entweder bei -20°C tiefgefroren oder direkt

weiterverwendet.
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4.4 Quantitative Echtzeit-PCR (quantitative real-time PCR)

4.4.1 Prinzip

Die quantitative Echtzeit-PCR (qrtPCR) (HEID et al. 1996) folgt dem Prinzip der
herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion, ermdglicht jedoch zuséatzlich eine
verlassliche quantitative Bestimmung des entstandenen Produkts. Diese Methode
hat sich zwischenzeitlich zu einem Standard in der quantitativen Messung von
Nukleinsduren entwickelt (OVERBERGH et al. 2003). Die Bestimmung erfolgt mithilfe
von Fluoreszenz-markierten Sonden, bestehend aus Basensequenzen, die jeweils
komplementar zu den zu bestimmenden Zielsequenzen sind. Anhand der Anderung
der Fluoreszenz kann dann bei permanenter Messung wahrend bzw. am Ende eines
Amplifikationszyklus eine Zunahme des Produkts nachgewiesen werden (HIGUCHI
et al. 1993; FINK et al. 2000). Eine relative Quantifizierung des zu untersuchenden
Produkts erfolgte in diesem Fall Uber den Vergleich mit der Produktmenge eines
nicht-regulierten Gens (housekeeping gene: GAPDH) (RASMUSSEN 2001). Als
Grol3e fur die Quantifizierung dient dabei der Ct-Wert, der den Zyklus markiert, an
dem ein bestimmtes Fluoreszenzniveau (treshold) Uber dem Hintergrundsignal
(baseline) erfasst wird. Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden hierbei ROX (6-Carboxy-X-
Rhodamin) als passive Messwertreferenz, um die Proben gegeneinander
abzugleichen, sowie TAMRA (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin) und FAM (6-
Caboxy-Fluoreszein) benutzt. Die sogenannten TagMan®-Proben sind Sonden,
deren 5'-Ende mit dem Reporterfarbstoff FAM und deren 3‘-Ende mit dem
Quencherfarbstoff TAMRA besetzt sind. Zusatzlich enthélt die Reagenz spezifische
Vorwarts- und Ruckwartsprimer fur die jeweils zu amplifizierende Sequenz. Die
Sonde loscht bei intakter Struktur ihr eigenes Signal nahezu aus, indem der
Quencher TAMRA eine Extinktion bei etwa 545 nm zeigt, wahrend der
Emissionsbereich von FAM in etwa diesem Bereich liegt. Die Ausloschung des
Signals beruht dabei auf dem Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer.

Im Verlauf der PCR bindet die Sonde in der Annealing-Phase ihre komplementare
DNS-Sequenz zwischen den beiden Primer-Bindungsstellen. Die Tag-Polymerase
verlangert, wie bei jeder PCR, die Primer in 3'-Richtung bis sie in diesem Fall auf die
Sonde treffen. Diese wird durch die Polymerase vom DNS-Strang abgel6st und

durch Hydrolyse gespalten. In der Folge verliert der Quencher aufgrund der
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raumlichen Trennung von Sonde und Quencher seine signalhemmende Funktion und

das FAM-Signal kann detektiert werden.

4.4.2 Durchfihrung

Die Versuche wurden mit dem LightCycler MX3005P der Firma Stratagene
durchgefuhrt. Dazu wurden in 96-Well-Platten zu 2,5 pul der cDNS 22,5 pl des
Mastermix (Tab. 4.7) gegeben und im Cycler mit 47 Zyklen (Tab. 4.8) inkubiert.

Reagenz Volumen
2x grt-Puffer und TagMan Probe 12,5 ul
Primer (vorwarts/rickwarts) 1,25 ul
RNAse-freies H,O 8,75 ul

Tab. 4.7 Mastermix fur die real-time PCR (qrtPCR)

Zeit Temperatur  Prozess Zyklen
2 min 50°C Denaturierung
. . 1 Zyklus
10 min 95°C Aktivierung der Tag-Polymerase
15 sek 95°C Denaturierung
, . . 47 Zyklen
1 min 60°C Annealing/Elongation

Tab. 4.8 Temperaturvorgaben und Zyklen fur die grtPCR

Die Messung erfolgte automatisch durch die MxPro'™-Software der Firma
Stratagene. Die relative Quantifizierung wurde anhand der Ct-Werte des zu
bestimmenden Abschnitts gegentiber GAPDH nach folgender Formel durchgefuhrt

und das Ergebnis als Zyklendifferenz ausgedruckt:

ACt = Ctz - CtR

ACt : Zyklendifferenz
Ctz: Ct-Wert des Zielgens
Ctg: Ct-Wert des Referenzgens
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4.5 Agarose-Gel-Elektrophorese

Mithilfe der Agarose-Gel-Elektrophorese ist es moglich, DNS-Molekile entlang eines
elektrischen Feldes nach ihrer Grof3e aufzutrennen. Dabei wandert die negativ
geladene DNS durch eine Gelmatrix zur Anode des elektrischen Feldes.
Entscheidend fur die Wanderungsgeschwindigkeit der DNS sind die Porengréf3e der
Gelmatrix, die GroéRe der DNS-Molekile und die angelegte Spannung. Folglich
werden grol3ere DNS-Molekile wesentliche langsamer durch das Gel diffundieren
als kleinere. AulBerdem reduziert eine hohere Agarose-Konzentration die
Wanderungsgeschwindigkeit, wodurch eine bessere Auftrennbarkeit von kleineren
Molekilen erreicht werden kann. Als Marker fur die DNS-Banden dient
Ethidiumbromid, welches dem Gel zugegeben und durch Interkalierung der DNS
unter UV-Licht sichtbar wird.

Im konkreten Fall wurde zunachst je nach Grol3e der zu erwartenden Banden
1,5%iges (GAPDH, E-CDH) bzw. 2%iges (NaSi-1, SAT-1) Agarosegel hergestellt.
Dazu wurden 1,5 g bzw. 2,0 g Agarose in 100 ml des 0,5x TBE-Puffers aufgeldst und
anschlieend in einer Mikrowelle kurz aufgekocht. Dieser Vorgang wurde ggf.
wiederholt, wenn die Agarose nach dem ersten Kochen noch nicht vollstandig
aufgeldst war. Nach kurzem Abkuhlen wurden 3 pl Ethidiumbromid-Lésung (1 mg/ml)
zugeflgt und durch Schwenken ausreichend verteilt. Die Agarose-Losung wurde
dann in die Gelkammer Uberfuhrt und der Kamm zum Erzeugen der Geltaschen
eingesetzt. Nach dem Abkihlen und Aushéarten des Gels, wurde der Kamm entfernt
und 20 ul der jeweils zu testenden Probe mit 5 pl des Ladepuffers vermischt und
anschlieBend in die Geltasche pipettiert. Zusatzlich wurden 5 pl der 100bp-DNS-
Leiter als Referenz in die erste Tasche pipettiert, um die entstehenden DNS-Banden
zuordnen zu konnen. Die Kammer und die Elektroden wurden mit 5x TBE-Puffer
benetzt und die Elektrophorese mit 100 V fur ca. 65 min durchgefihrt. Das Gel wurde

im Anschluss unter UV-Durchleuchtung photographiert.

4.6 Hypoxie

Fur die Versuche unter Hypoxiebedingungen wurden die subkonfluent
ausgewachsenen Zelllinien in Petrischalen in den Hypoxie-Inkubator verbracht und
dort bei 1% Luftsauerstoff und 99% Stickstoff fur jeweils 2, 4, 6, 9, 12 und 24
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Stunden inkubiert. Parallel hierzu wurden ebenfalls Petrischalen beider Zelllinien in
einem zweiten Inkubator zu gleichen Zeiten unter 21% Luftsauerstoff und 79%
Stickstoff als Kontrollgruppe inkubiert. FiUr beide Inkubatoren wurden eine
Temperatur von 37 °C eingestellt. Die Zellernte und Isolierung der RNS fand bei den
Zellen unter Hypoxie im Hypoxie-Brutschrank statt, so dass ein Einfluss von

Sauerstoff wahrend der RNS-Isolierung ausgeschlossen werden konnte.

4.7 Isolierung der Zellmembranproteine

Die Zellen wurden nach Ende der Inkubationsdauer in 6-Well-Platten auf 4°C
abgekihlt und zweifach mit eiskaltem PBS gewaschen. In jedes Well wurden
anschlieend 0,5 ml des Membranpuffers gegeben. Die Zellen konnten im Anschluss
abgeschabt und in gekihlte InkubationsgeféaRe gegeben und dort homogenisiert
werden. Das Zelllysat wurde anschlieBend bei 13 000 U/min fur 10 min bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand im Anschluss abgenommen und erneut fir 30 min bei
naherungsweise 100 000 U/min und 4°C zentrifugiert. Im Uberstand befand sich
dann das Zytosol, wahrend die Zellmembran als Pellet ausfiel. Das Pellet wurde
dann mit eiskaltem Membranpuffer gewaschen und anschlielend in 1x SDS
Ladepuffer gelést. Zum Uberstand wurde ein Viertel seines Volumens an 5x SDS

Ladepuffer gegeben.

4.8 Proteinbestimmung nach Bradford

Vor Beladen des Gels ist es erforderlich, die Proteinmenge in der Probe zu kennen,
um ein gleichmaliges Beladen des Gels zu erreichen. Dazu wurden die
Proteinlésungen zunéachst 1:4 mit agua dest. verdinnt. Zu 20 pl dieser Proteinlésung
wurden dann 200 pl Bradford-Losung gegeben. AnschlieRend wurde die
Probenlésung fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss die
Extinktion mithilfe des multimode microplate readers Mithras LB 940 gemessen und
mittels zugehoriger Software ausgewertet. Als Leerwert diente dabei eine

aquivalente Losung, die statt der 20 pl Proteinlésung 20 pl agua dest. enthielt.
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4.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ist ein Verfahren zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Masse.
Im Gegensatz zu einer normalen Agarose-Gelelektrophorese werden die Faktoren
GrofRe, Ladung und Form der Proteine durch eine Vorbehandlung des
Proteingemisches mit Natrium-Lauroylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) nivelliert.
SDS fungiert als Detergens mit stark amphiphatischen Eigenschaften und verleiht
der entfalteten Peptidkette der Proteine eine stark negative Ladung. Um die
Denaturierung der Proteine zu vervollstandigen, wird Dithiotreitol (DTT) oder -
Mercaptoethanol hinzugefiuigt. Hierdurch werden die Disulfid-Briicken im Protein
gespalten.

Zur Durchfihrung der Gelelektrophorese wurde zunachst ein Sammelgel auf ein
Trenngel (Tab. 4.9) gegeben wund die Taschen dieses sogenannten
diskontinuierlichen Gels dann mit 15 pg des entsprechenden Membranproteins
beladen, welches zuvor in SDS-Ladepuffer fiur 10 min bei 95°C erhitzt und mit
Bromphenolblau gefarbt wurde. Die erste Tasche des Gels wurde mit einem
Molekulargewichtsmarker beladen. Im Anschluss wurde die Gelelektrophorese im
SDS-PAGE-Laufpuffer bei 10 mA durchgefuhrt, bis die Proben vom Sammel- in das
Trenngel Ubergetreten waren. AnschlieRend wurde die Gelelektrophorese fir 180

min bei 20 mA durchgefihrt.

Reagenz Trenngel 10% Sammelgel 4%

0 I 0,
3(_) % Acrqumld /0,8 % 333l 297 ml
Bisacrylamid
H,O (aqua dest.) 1,52 mi 3,78 ml
Sammel- / Trenngelpuffer
(4x + 0,4 % SDS) 0,625 mil 2,25 ml
Tetramethylethylendiamin 2,5 ul 4,5 pl
Ammoniumpersulfat 12,5 ul 45 ul

Tab. 4.9 Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel
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4.10 Western Blot

Mithilfe des Western Blots ist es moglich, bestimmte Proteine nachzuweisen und die
Grolle dieses Proteins zu bestimmen. Hierbei wird ein primarer Antikorper
verwendet, der an das zu bestimmende Protein bindet. Ein zweiter, sekundarer
Antikdrper wiederrum bindet dann an den F.-Teil des primaren Antikorpers. Der
sekundare Antikorper ist zusatzlich mit einem Enzym konjugiert, das unter Zugabe
seines spezifischen Substrats eine Reaktion katalysiert, an deren Ende eine
Lichtemission steht, die man mithilfe réntgenologischer Verfahren nachweisen kann.

4.10.1 Proteintransfer auf die PVDF — Membran

Zunachst wurde eine PDVF-Membran zugeschnitten, kurz in Methanol getaucht, mit
aqua dest. gewaschen und in den Western Blot Puffer gelegt. Das Gel wurde nach
erfolgter Elektrophorese aquilibriert und anschlieRend zusammen mit der aktivierten
Membran zwischen Faserpads, die zuvor mit Western-Blot-Puffer getrankt wurden,
sowie Filterpapier gelegt. Dieses Membran-Gel-Paket wurde im Anschluss in einen
Kassettenhalter eingespannt und dieser in die Western-Blot-Kammer gesetzt. Die
Kammer wurde daraufhin mit Western-Blot-Puffer gefillt und eine Elektrophorese fir
1 Stunde bei 100 V durchgefhrt.

4.10.2 Proteinnachweis auf den Western Blots

Nach Beendigung des Transfers wurde die PVDF-Membran zunachst mit PBS
gewaschen, um auf diese Weise das verbliebene Methanol zu entfernen. Im
Anschluss wurde die Membran fur 1 Stunde in 5 %iger Magermilch inkubiert, um ein
unspezifisches Binden der Antikdérper zu verhindern. Nachfolgend konnten die
primaren Antikorper gegen SAT-1 (Antikbrper gegen NaSi-1 waren zum
Versuchszeitpunkt kommerziell nicht erhaltlich) bzw. B-Aktin, was in diesem Fall das
housekeeping gene darstellte, in einer Verdinnung von 1 : 1 000 in 5 %iger
Magermilch auf die Membran gegeben werden. Die gesamte Membran wurde mit 1
ml dieser Losung bedeckt. Im Anschluss wurde die Kammer versiegelt und Uber
Nacht bei 4°C inkubiert.

Am folgenden Tag wurde die Membran drei Mal im Abstand von je 15 min mit PBS (+
0,05 % Tween 20) gewaschen. Die sekundaren Antikdrper wurden dann in einer

Verdiinnung von 1 : 1 000 bzw. 1:10 000 in 5 %iger Magermilch auf die Membran
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gegeben und nach 2-stiindiger Inkubation erneut drei Mal im Abstand von je 15 min
mit PBS (+ 0,05 % Tween 20) gewaschen. Zur Detektion wurden 10 ml ECL-Lésung
auf die Membran gegeben und die Membran anschlieBend 5 min inkubiert. Die

Auswertung des Blots erfolgte mit dem LAS3000 Imager.

4.11 Transport von [*S]Sulfat

Die Zellen wurden nach Ende der Inkubation zunachst zwei Mal mit 37°C warmem
PBS gewaschen und anschlieBend zwei Mal mit Natrium- und Sulfat-freiem
Mammalian Ringer gewaschen. Das dann zugegebene Aufnahmemedium
Mammalian Ringer enthielt zum Testen und Unterscheiden der beiden Transporter
SAT-1 und NaSi-1 im ersten Testansatz Natrium als notwendiges Substrat des
Transporters NaS;-1, der zweite Ansatz war Natrium-frei, um eine Aufnahme von
Sulfat Uber den NaS;-1 zu inhibieren. Sulfat kann im Gegensatz dazu jedoch unter
beiden Ansatzen Uber SAT-1 in die Zellen aufgenommen werden, da Natrium kein
notwendiges Substrat fir den Sulfat / Anionen-Tauscher SAT-1 darstellt. Der dritte
Ansatz war ebenfalls Natrium-frei, enthielt jedoch zusatzlich 0,1 mM DIDS, das als
Hemmstoff fur SAT-1 fungiert (MARKOVICH et al. 1994; REGEER et al. 2003). Auf
diese Weise wurden sowohl SAT-1 als auch NaS;-1 ausgeschaltet, um eine eventuell
von diesen beiden Transportern unabhangige Sulfataufnahme erkennen zu kénnen.
Als Substrat zur Messung wurde in allen Ansatzen neben 50 uM Sulfat eine Menge
von 0,01 uM [**S]Sulfat, also radioaktiv markiertes Sulfat, zugefiigt, das von beiden
Transportern im Cotransport (NaS;-1) bzw. Austausch (SAT-1) in die Zelle
transportiert wird.

Nach 5-mindtiger Inkubationsdauer wurde der Transport durch Absaugen des
Aufnahmemediums und 3-maliges Waschen der Zellen mit eiskaltem PBS gestoppt.
AnschlieRend wurden die Zellen unter Zugabe von 500 ul 1 M NaOH fur 2 Stunden
bei Raumtemperatur geschiittelt (150 min™), um die Zellen aufzulésen. Nach Ablauf
dieser Zeit wurde die Losung durch Zugabe von 500 pl 1 M HCI neutralisiert und die
Zelllbsung in Szintillationsrohrchen Uberfuhrt. 50 pl der Zelllbsung wurden fur den
Bradford-Test verwendet. Im Anschluss wurden zur verbliebenen Zelllésung 2,5 ml
Lumasafe Szintillationsflissigkeit gegeben und der Gehalt des radioaktiv markierten

[*S]Sulfats im Szintillationszahler bestimmt.
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Aufnahmemedium Natrium-haltig  Natrium-frei  Natrium-frei/ 0,1 mM DIDS-haltig

SAT-1 aktiv aktiv inaktiv

NaS;-1 aktiv inaktiv inaktiv

Tab. 4.10 Auswirkung der Aufnahmemedien auf die Funktion der Transporter

4.12 Statistik

Fur die statistische Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism 5 verwendet.
Die statistischen Unterschiede zwischen zwei Gruppen, wurden Uber den
ungepaarten t-Test nach Student ermittelt. Bei Vorhandensein von mehr als zwei zu
vergleichenden Gruppen wurde der ANOVA-Test mit anschlieender Bonferroni-
Methode verwendet. Die Unterschiede wurden als signifikant angenommen, wenn
der Wahrscheinlichkeitswert p < 0,05 war. Es ist jeweils das arithmetische Mittel

(mean) £ Standardabweichung (SD) angegeben.
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5 Ergebnisse

5.1 Zellwachstum und -form

Die beiden untersuchten Zelllinien unterscheiden sich bereits &ufRerlich durch ihr
Aussehen sowie ihre Wachstumstendenz. Wahrend die Zellen der Linie TK173 eher
langlich polygonal mit rundlichem Zellleib in lockeren Zellverbdnden wachsen, zeigen

die Zellen der Linie TK188 teilweise sehr enge Zellverbande auf, die dann jeweils als

Zellverband nach langerer Inkubation ,Vakuolen® bilden. Die Form der Zellen der
Linie TK188 ist ebenfalls unterschiedlich zu TK173, denn TK188 wéachst mit
schmalem Zellleib und langen Auslaufern.

Abb. 5.1 Photographische Aufnahmen von a) Zelllinie TK173 und b) Zelllinie TK188 nach 3-
tadgigem Wachstum unter normoxischen Bedingungen in low-glucose-Zellmedium.

5.2 Nachweis von spezifischer mRNS in den Zelllinien TK173 und
TK188

Bevor eine guantitative Auswertung der Transporter SAT-1 und NaSi-1, sowie des
Bindeproteins E-CDH erfolgen konnte, schien es sinnvoll, die mRNS dieser Proteine
zunachst uber eine rtPCR nachzuweisen. Um einen ersten Eindruck von dem
Einfluss des TGF-B1 zu bekommen, wurde der Nachweis der mRNS direkt mit einem

parallelen Zellansatz unter Zugabe von 1,0 ng / ml TGF-B1 kombiniert.
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5.2.1 Nachweis von SAT-1-mRNS

bp DNS- TK173 TK173 TK188 TK188 neg. pos.
Leiter ohne mit ohne mit
TGF-B1 TGF-81 TGF-1 TGF-B1

Abb. 5.2 Nachweis von GAPDH und SAT-1 (SLC26A1) in den Zelllinien TK173 und TK188 mit
und ohne Inkubation mit 1,0 ng/ml TGF-B1 fur 3 Tage. Reprasentatives Experiment aus einer Serie
von 3 Versuchen.

Die dargestellten Banden zeigen das Vorhandensein der mRNS von SAT-1 in beiden
Zelllinien deutlich an. Die H6he der Banden fir SAT-1 stimmt naherungsweise mit
der errechneten Grol3e von 254 bp fir das PCR-Produkt der verwendeten Primer flr
SAT-1 uUberein. Im Vergleich zum Zellansatz, der mit 1,0 ng/ml TGF-B1 inkubiert
wurde, lasst sich in beiden Zelllinien eine Steigerung der mRNS-Menge unter TGF-
B1-Inkubation erkennen, wobei die ,fibrotische* Zelllinie TK188 sowohl unter TGF-f1
als auch ohne TGF-B1 eine starkere Expression von SAT-1-mRNS zu haben scheint.
Ein Nachweis Uber die quantitative real-time PCR kann hier Aufschluss bringen.

5.2.2 Nachweis von NaS;-1-mRNS

bp DNA-Leiter TK173 TK173 TK 188 TK 188
mit TGFB-1 ohne TGFR-1  mit TGFR-1 ohne TGFR-1

Abb. 5.3 Nachweis von GAPDH und NaSi-1 (SLC13A1) in den Zelllinien TK173 und TK188 mit
und ohne Inkubation mit 1,0 ng/ml TGF-B1 fur 3 Tage. Reprasentatives Experiment aus einer Serie
von 3 Versuchen (Beachte: Im Vergleich zur Abb. 5.1. sind die Ansatze mit und ohne TGF-p1
getauscht).
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Die dargestellten Banden zeigen ein Vorhandensein des NaSi-1-Transporters in
beiden Zelllinien an. Die Hohe der Banden fir NaS;-1 stimmt naherungsweise mit der
errechneten Grol3e von 228 bp fur das PCR-Produkt der verwendeten Primer fur
NaS;-1 Uberein. Ein Unterschied zwischen den Zellen, die mit TGF-B1 inkubiert
wurden und den Kontrollzellen lasst sich aus dieser Darstellung nicht unbedingt
ableiten. Jedoch scheint ein quantitativer Nachweis tber eine real-time PCR hier zur

exakten Bestimmung ndétig zu sein.

5.2.3 Nachweis von E-Cadherin-mRNS

Py S ey S -

500 -—
400 -

bp DNA-Leiter TK173 TK173 TK188 TK188
mit TGFR-1 ohne TGFR-1 mit TGFR-1 ohne TGFR-1

Abb. 5.4 Nachweis von GAPDH und E-Cadherin (CDH1) in den Zelllinien TK173 und TK188 mit
und ohne Inkubation mit 1,0 ng/ml TGF-B1 fiir 3 Tage. Reprasentatives Experiment aus einer Serie
von 3 Versuchen. (Beachte: Im Vergleich zur Abb. 5.1. sind die Ansatze mit und ohne TGF-f1
getauscht).

Die dargestellten Banden zeigen ein Vorhandensein des E-Cadherins zunachst nur
in der Zelllinie TK173 an. Die Hohe der Banden fur E-Cadherin stimmt
naherungsweise mit der errechneten Grof3e von 583 bp fir das PCR-Produkt der
verwendeten Primer fir E-Cadherin Uberein. Es scheint so, als wére die Expression
von E-Cadherin in der Zelllinie TK173 zumindest auf mMRNS-Ebene durch TGF-B1 zu
beeinflussen. Ein Vorhandensein von E-Cadherin in den Zellen der fibrotischen
Zelllinie TK188 ist hier zunéachst nicht erkennbar. Jedoch scheint ein quantitativer
Nachweis in der real-time PCR fir beide Zelllinien durchaus sinnvoll.

5.2.4 Nachweis von alpha-glattes-GefaBmuskelaktin-mRNS

Ein Nachweis von a-sma konnte mit dem verwendeten Primer wiederholt nicht
gefuhrt werden. Da jedoch in den verwendeten Zelllinien bereits durch andere
Arbeitsgruppen (HEEG et al. 2005) a-sma nachgewiesen werden konnte, wurden

auch fira -sma real-time PCR—Messungen mit spezifischen Primern durchgefuhrt,
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um ein Vorhandensein bzw. einen eventuellen Effekt von TGF-f1 und Hypoxie auf

das Protein zu untersuchen.

5.3 Einfluss von TGF-B1 auf die Zelllinien TK173 und TK188

Um den Einfluss von TGF-B1 zu untersuchen, wurden beide Zelllinien jeweils fir 3
Tage mit TGF-B1 in unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10
ng/ml TGF-B1) bei Luftsauerstoff und 37,0°C im Brutschrank inkubiert. Zuséatzlich
wurde eine Kontrolle mitgefiihrt, die keinerlei TGF-B1, jedoch den Puffer enthielt, in
dem TGF-B1 gelost war, um eventuelle Einflisse des Puffers zu nivellieren. Nach
Ende der Inkubation erfolgte dann ein quantitativer Nachweis der mRNS Uber eine
real-time PCR—Messung.

Bei den nachfolgenden Darstellungen gilt es zu beachten, dass es sich bei der
Auftragung um Zyklendifferenzen ACt (cycle threshold) handelt (Formel 4.1): Hohe
Zyklendifferenzen stehen fir niedrige mMRNS-Mengen, wahrend niedrige

Zyklendifferenzen hohe mRNS-Mengen anzeigen.

5.3.1 Einfluss von TGF-B1 auf das Zellwachstum

Zur Kontrolle des Einflusses von TGF-B1 auf die Morphologie der Zellen der Linien
TK173 und TK188, wurden die Zellen jeweils unter Kontrollbedingungen und unter

Zugabe von 10 ng/ml TGF-B1 fur 3 Tage inkubiert und photographisch kontrolliert.

Tag 1:
TK173 Kontrolle

Tag 1:
TK188 Kontrolle

Tag 1:
TK173 10ng/ml

Tag 1:
TK188 10ng/ml
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Tag 2:
TK173 Kontrolle

Tag 2:
TK188 Kontrolle

Tag 2:
TK173 10ng/ml

Tag 2:
TK188 10ng/mi

Tag 3:
TK173 Kontrolle

Tag 3:
TK188 Kontrolle

Tag 3:
TK173 10ng/ml

Tag 3:
TK188 10ng/mi

Abb. 5.5 Photographische Aufnahmen der Zelllinien TK173 und TK188 in An- und Abwesenheit
von TGF-B1. Die Zelllinien wurden jeweils in Abwesenheit und in Anwesenheit von 10ng/ml TGF-1
fur 3 Tage inkubiert und téglich photographiert. In der linken Spalte sind die Zellen der Linie TK173, in
der rechten die der Linie TK188 dargestellt. Dabei sind fiur den jeweiligen Tag die Kontrolle und die
TGF-B1 — inkubierte Passage einer Zelllinie untereinander dargestellt.

Wahrend sich an Tag 1 und 2 die Zellen der Linie TK173 unter TGF-B1-Inkubation
morphologisch zur Kontrolle kaum unterscheiden, kdnnte man am 3. Tag unter TGF-
B1 eine leichte Tendenz zur morphologischen Verdnderung vermuten. Die
Zellauslaufer nehmen leicht an Lange zu und wirken spitzer, ahnlich der Linie TK188
und die kugelige Form des Zellleibs verandert sich zu einer eher langlichen Form. In
der Zelllinie TK188 sind Uber den gesamten Versuchszeitraum kaum Veranderungen
zu den TGF-Bl—-inkubierten Zellen zu den Kontrollzellen sichtbar. Einzig an Tag 3
wirken die einzelnen Zellen unter TGF-B1 schlechter differenzierbar als sie es unter

der Kontrolle zu sein scheinen. Zusammenfassend ist zu sagen, dass die
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morphologischen Veranderungen in beiden Zelllinien Uber den gesamten

Versuchszeitraum hinweg eher marginal zu sein scheinen.

5.3.2 Einfluss von TGF-B1 auf die SAT-1-mRNS-Expression
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Abb. 5.6 Zelllinie TK173: Gehalt der SAT-1-mRNS in Abhéngigkeit aufsteigender
Konzentrationen an TGF-B1. mRNS-Menge von SAT-1 in Zyklendifferenzen nach 3-tagiger
Inkubation der Zelllinie TK173 mit 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-31, sowie die Kontrolle ohne
TGF-B1. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen:
*** p<0,001.

Die Menge an mRNS fir SAT-1 nimmt in der Zelllinie TK173 im Vergleich zur
Kontrolle (ACt = 23,52 * 0,22) signifikant zu, wenn die Zellen fur 3 Tage mit 1,0 ng/ml
(ACt = 19,22 + 0,39) und 10 ng/ml (ACt = 17,87 = 0,74) TGF-B1 inkubiert werden.
Bereits bei 0,1 ng/ml (ACt = 21,73 £ 0,63) TGF-B1 scheint sich eine Tendenz zu

einer erhéhten Menge von mRNS des Transporters SAT-1 abzuzeichnen.
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Abb. 5.7 Zelllinie TK188: Gehalt der SAT-1-mRNS in Abhéngigkeit aufsteigender
Konzentrationen an TGF-f1. mRNS-Menge von SAT-1 in Zyklendifferenzen nach 3-tégiger
Inkubation der Zelllinie TK188 mit 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1, sowie die Kontrolle chne
TGF-B1. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen: *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

In der Zelllinie TK188 findet sich ebenfalls mit Steigerung der TGF-B1-Konzentration
eine Erhohung der mRNS-Menge fir SAT-1. Signifikante Erh6hungen gegentber der
Kontrolle (ACt = 19,54 £+ 0,58) zeigen sich im Vergleich zur Zelllinie TK173 hier
bereits bei einer Inkubation mit 0,1 ng/ml TGF-B1 (ACt = 16,73 = 0,25). Die mMRNS-
Menge steigt bei 1,0 ng/ml (ACt = 14,74 + 0,91) und 10,0 ng/ml (ACt = 13,47 + 0,38)
TGF-B1 signifikant weiter an.
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Abb. 5.8 Vergleich des SAT-1-mRNS—-Gehalts in den Zelllinien TK173 und TK188. mMRNS-Menge
von SAT-1 in Zyklendifferenzen nach 3-tagiger Inkubation der Zelllinie TK173 und TK188 mit 0,1
ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1, sowie der Kontrollen ohne TGF-B1. Die Werte fassen
Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen. Signifikanzen jeweils im t-
Test der beiden Zelllinien gegeneinander: ** p<0,01; *** p<0,001.

Es zeigt sich sehr deutlich, dass die Menge der mRNS von SAT-1 bereits in der
Kontrolle ohne TGF-B1 in der Zelllinie TK188 (ACt = 19,54 + 0,58) signifikant hoher
ist als in der Zelllinie TK173 (ACt = 23,25 £ 0,22). Dieser Unterschied bleibt in der
Folge auch bei Zugabe von 0,1 ng/ml TGF- B1 (TK173: ACt = 21,73 £+ 0,63; TK188:
ACt =16,73 £ 0,25), 1,0 ng (TK173: ACt = 19,22 + 0,58; TK188: ACt = 14,74 + 0,91)
und 10 ng/ml (TK173: ACt = 17,87 = 0,74; TK188: ACt = 13,47 £ 0,38) nahezu
konstant, so dass abzuleiten wére, dass der Einfluss des TGF-B1 auf beide Zelllinien
die gleiche Tendenz zeigt, jedoch der Effekt leicht unterschiedlich stark ausgepragt
ist.
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5.3.3 Einfluss von TGF-B1 auf die NaS;-1-mRNS-Expression
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Abb. 5.9 Zelllinie TK173: Gehalt der NaSi-1-mRNS in Abhéngigkeit aufsteigender
Konzentrationen an TGF-f1. mRNS-Menge von NaS-1 in Zyklendifferenzen nach 3-tagiger
Inkubation der Zelllinie TK173 mit 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1, sowie der Kontrolle ohne
TGF-B1. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen: *
p<0,05; *** p<0,001.

Bezogen auf den Transporter NaS;-1 scheint TGF-B1 in der Zelllinie TK173 die
MRNS-Menge erst ab einer Konzentration von 1,0 ng/ml (ACt = 19,43 + 0,53) zu
verandern. Unterschiede zwischen der Kontrolle ohne TGF-1 (ACt = 20,83 £ 0,52)
und 0,1 ng/ml (ACt = 20,89 = 0,91) sind dagegen nicht erkennbar. Signifikante
Unterschiede ergeben sich im Vergleich der mRNS-Menge zwischen 0,1 ng/ml und

10 ng/ml (ACt = 17,23 £ 0,32) TGF-B1, sowie zwischen 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-
B1.
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Abb. 5.10 Zelllinie TK188: Gehalt der NaS;-1-mRNS in Abhéangigkeit aufsteigender
Konzentrationen an TGF-B1. mRNS-Menge von NaSi-1 in Zyklendifferenzen nach 3-tagiger
Inkubation der Zelllinie TK188 mit 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1, sowie der Kontrolle ohne
TGF-B1. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen.

In der Zelllinie TK188 zeigt sich zunachst kein Unterscheid zwischen der Kontrolle
ohne TGF-B1 (ACt = 17,33 + 1,13) und der Inkubation mit 0,1 ng/ml (ACt = 17,84 *
0,27) TGF-B1. Leichte Unterschiede in der mRNS-Menge sind ab einer Inkubation
von 1,0 ng/ml (ACt = 15,99 + 1,33) bzw. 10 ng/ml (ACt = 14,83 + 1,34) TGF-B1 zu
erkennen. Die Steigerung der mMRNS-Menge bleibt jedoch unterhalb der
Signifikanzgrenze von p < 0,05 und kann daher nur vermutet werden. Die Zelllinie

TK188 scheint relativ insensitiv gegentber TGF-B1 zu sein.
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Abb. 5.11 Vergleich des NaS;-1-mRNS-Gehalts in den Zelllinien TK173 und TK188. mRNS-
Menge von NaS;-1 in Zyklendifferenzen nach 3-tagiger Inkubation der Zelllinie TK173 und TK188 mit
0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1, sowie der Kontrollen ohne TGF-B1. Die Werte fassen
Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen. Signifikanzen jeweils im t-
Test der beiden Zelllinien gegeneinander: * p<0,05; ** p<0,01.

Im Vergleich der beiden Zelllinien miteinander wird deutlich, dass auch hier — ahnlich
wie bei SAT-1 — in der Zelllinie TK188 bereits in der unbehandelten Kontrolle
signifikant mehr mRNS des Transporters NaS;-1 vorliegt als in der Kontrolle der
Zelllinie TK173 (TK173: ACt = 20,83 + 0,52; TK188: ACt = 17,33 + 1,13). Dieser
Unterschied bleibt auch unter der Inkubation mit 1,0 ng/ml TGF-B1 zwischen beiden
Zelllinien nahezu konstant (TK173: ACt = 20,89 = 0,91; TK188: ACt = 17,84 + 0,27).
Diese Unterschiede lassen bei 1,0 ng/ml (TK173: ACt = 19,43 £ 0,53; TK188: ACt =
15,99 + 1,33) und 10 ng/ml (TK173: ACt = 17,23 + 0,32; TK188: ACt = 14,83 + 1,34)
leicht nach, so dass sich ableiten lasst, dass sich der Einfluss des TGF-B1 im
Hinblick auf NaS;-1 in hoheren Konzentrationen auf TK173 starker auswirkt als auf
TK188.
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5.3.4 Einfluss von TGF-B1 auf den mRNS-Gehalt von alpha-glattes

GefalRmuskelaktin
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Abb. 5.12 Zelllinie TK173: Gehalt der a-sma-mRNS in Abhangigkeit aufsteigender
Konzentrationen an TGF-B1. mRNS-Menge von a-sma in Zyklendifferenzen nach 3-tagiger
Inkubation der Zelllinie TK188 mit 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1, sowie der Kontrolle ohne
TGF-B1. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen.

Der Einfluss des TGF-p1 auf die mMRNS-Menge des a-sma scheint bei niedriger
Konzentration von 0,1 ng/ml (ACt = 21,05 £ 1,21) nicht vorhanden, da ein
Unterschied zur Kontrolle ohne TGF-B1 (ACt = 21,45 + 0,61) nicht erkennbar ist. Bei
einer Konzentration von 1,0 ng/ml (ACt = 19,15 + 0,99) TGF-B1 scheint ein leichter
Anstieg der mRNS-Menge von a-sma stattzufinden, der jedoch unterhalb der
Signifikanzgrenze von p < 0,05 bleibt und sich von 1,0 ng/ml auf 10 ng/ml (ACt =
18,77 £ 0,98) nicht weiter steigert, d.h. TGF-B1 induziert in den hier gewahlten
Konzentrationen keine signifikante Veranderung des mRNS-Gehalts von a-sma.
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Abb. 5.13 Zelllinie TK188: Gehalt des a-sma-mRNS in Abhéangigkeit aufsteigender
Konzentrationen an TGF-B1. mRNS-Menge von o-sma in Zyklendifferenzen nach 3-tégiger
Inkubation der Zelllinie TK188 mit 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1, sowie der Kontrolle ohne
TGF-B1. Die Werte fassen Mittelwerte 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen: * p <
0,05.

In der Zelllinie TK188 scheint TGF-B1 in den Konzentrationen von 0,1 ng/ml (ACt =
16,98 + 1,27) und 1,0 ng/ml (ACt = 17,92 + 1,13) nach 3-tagiger Inkubation keinen
Einfluss auf die mRNS-Menge von a-sma zu haben, da hier kein signifikanter
Unterschied gegentiber der Kontrolle ohne TGF-B1 (ACt = 17,69 + 0,56) zu erkennen
ist. Lediglich ab einer Konzentration von 10,0 ng/ml (ACt = 14,64 + 0,56) wird eine

signifikante Steigerung der mMRNS-Menge erreicht.
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Abb. 5.14 Vergleich des a-sma—mRNS-Gehalts in den Zelllinien TK173 und TK188. mRNS-
Menge von a-sma in Zyklendifferenzen nach 3-tagiger Inkubation der Zelllinie TK173 und TK188 mit
0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1, sowie der Kontrollen ohne TGF-B1. Die Werte fassen
Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen. Signifikanzen jeweils im t-
Test der beiden Zelllinien gegeneinander: * p<0,05; ** p<0,01.

Wie auch schon bei den Transportern SAT-1 und NaS;-1 zuvor gezeigt, hat die
Zelllinie TK188 auch in diesem Fall bereits in der Kontrolle ohne TGF-B1 (TK173:
ACt = 21,45 + 0,61; TK188: ACt = 17,69 £ 0,56) eine hthere Menge an mRNS fir a-
sma als die Zellen der Linie TK173. Dieser Unterschied bleibt auch zunéchst bei der
Inkubation mit 0,1 ng/ml (TK173: ACt = 21,05 = 1,21; TK188: ACt = 16,98 + 1,27)
TGF-B1 erhalten. Unter 1,0 ng/ml TGF-B1 ist kein Unterschied im a-sma-mRNS-
Gehalt zwischen den beiden Zelllinien zu detektieren (TK173: ACt = 19,15 = 0,99;
TK188: ACt = 17,92 £+ 1,13). Erst unter Inkubation mit 10 ng/ml (TK173: ACt = 18,77
+ 0,98, TK188: ACt = 14,64 + 0,56) ist dieser Unterschied dann wieder deutlich
erkennbar.
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5.3.5 Einfluss von TGF-B1 auf den E-Cadherin-mRNS-Gehalt

Die folgenden Graphen unterscheiden sich von den vorangegangenen dadurch, dass
hier nicht alle Messungen dreifach durchgefihrt werden konnten. Die Ursache liegt
darin, dass die grtPCR fur E-CDH mit 45 Zyklen programmiert wurde, welches
bereits eine sehr hohe Zyklenzahl am Rande der biologischen Nachweisgrenze
darstellt. In den Resultaten zeigte sich dann, dass bereits nach Zugabe geringster
Mengen von TGF-B1 der Schwellenwert (Ct, Threshold) der mRNS fur E-CDH knapp
unter 45 Zyklen lag. Es ist also davon auszugehen, dass die nicht durch die grtPCR

detektierbaren Werte jenseits von 45 Zyklen lagen.
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Abb. 5.15 Zelllinie TK173: mRNS-Gehalt des epithelialen Markers E-CDH in Abhangigkeit
aufsteigender Konzentrationen an TGF-B1. mMRNS-Menge von E-CDH in Zyklendifferenzen nach 3-
tagiger Inkubation der Zelllinie TK188 mit 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1, sowie der
Kontrolle ohne TGF-B1. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher
Zellpassagen zusammen. Eine Ausnahme hiervon bilden der Wert fur 10 ng/ml: Hier konnte jeweils
nur einmal in der grtPCR ein Nachweis gefihrt werden: * p<0,05; ** p<0,01.

Der epitheliale Marker E-CDH verhalt sich in der Zelllinie TK173 im Vergleich zu den
bisher betrachteten Proteinen entgegengesetzt. Bei zunehmender Konzentration von
TGF-B1 nimmt die Menge an mRNS fir das Bindeprotein ab. Bereits die Zugabe von
0,1 ng/ml TGF-B1 (ACt = 21,05 £ 0,30) zeigt eine signifikante Abnahme der mRNS-
Menge im Vergleich zur Kontrolle (ACt = 17,30 + 0,52). Diese Abnahme schreitet bei
1,0 ng/ml (ACt = 23,17 + 1,05) weiter fort und scheint bei 10 ng/ml (ACt = 25,68)
kaum noch nachweisbar zu sein. Denn es konnte fur 10 ng/ml in drei Versuchen
lediglich ein Wert knapp unterhalb der maximalen Zyklenzahl detektiert werden.
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Abb. 5.16 Zelllinie TK188: Gehalt des epithelialen Markers E-CDH in Abhangigkeit
aufsteigender Konzentrationen an TGF-B1. mRNS-Menge von E-CDH in Zyklendifferenzen nach 3-
tagiger Inkubation der Zelllinie TK188 mit 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10/ml ng TGF-B1, sowie die
Kontrolle ohne TGF-B1. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher
Zellpassagen zusammen. Eine Ausnahme hiervon bilden die Werte fir 1,0 ng/ml und 10 ng/ml: Hier
wurde in der grtPCR keine mRNS mehr nachgewiesen, * p<0,05.

In der Zelllinie TK188 lag die mRNS-Menge fur E-CDH bereits bei der Inkubation mit
0,1 ng/ml TGF-B1 schon am Rande der Nachweisgrenze und war bei 1,0 ng/ml und
10,0 ng/ml in der qrtPCR nicht mehr detektierbar. Also auch hier ist eine starke
Abnahme der mRNS-Menge fir E-CDH durch den Einfluss des TGF-f1
anzunehmen. Eine signifikante Abnahme der mRNS-Menge ist hier bereits zwischen
der Kontrolle (ACt = 23,37 = 0,52) und der Inkubation mit 0,1 ng/ml TGF-B1 (ACt =
25,03 £ 0,24) erkennbar.
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Abb. 5.17 Vergleich des E-CDH-mRNS-Gehalts in den Zelllinien TK173 und TK188. mRNS-
Menge von E-CDH in Zyklendifferenzen nach 3-tagiger Inkubation der Zelllinie TK173 und TK188 mit
0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1, sowie der Kontrollen ohne TGF-B1. Die Werte fassen
Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen. Eine Ausnahme bilden die
Werte der Zelllinie TK188 fir 1,0 ng/ml und 10 ng/ml, da hier in der gqrtPCR keine mRNS mehr
nachgewiesen werden konnte. Fir den Wert bei 10 ng/ml in der Zelllinie TK173 konnte lediglich ein
Wert gemessen werden. Signifikanzen jeweils im t-Test der beiden Zelllinien gegeneinander: ***
p<0,001.

In den Zellen der Linie TK173 liegt bereits in der Kontrolle ohne TGF-B1 eine deutlich
hohere mMRNS-Menge fir E-CDH vor als in der Zelllinie TK188. Die mRNS-Menge
nimmt jedoch in beiden Zelllinien bereits nach Zugabe von 0,1 ng/ml TGF-B1 ab, in
der Zelllinie TK173 allerdings wesentlich starker als in der Linie TK188. Nach der
Zugabe von 1,0 ng/ml setzt sich dieser Trend in der Zelllinie TK173 deutlich fort und
die mRNS-Menge nimmt bei 10 ng/ml weiterhin deutlich ab, was jedoch aufgrund
fehlender Werte bei Messungen am Rande der biologischen Nachweisbarkeits-

grenze nur vermutet werden kann.

5.4 Einfluss von Hypoxie auf die Zelllinien TK173 und TK188

Um den Einfluss von Hypoxie auf die beiden Zelllinien zu untersuchen, wurden die
Zellen nach Zelllinien getrennt in zwei Ansétzen der gleichen Passage zunéchst in
Petrischalen gemeinsam unter normoxischen Bedingungen (21% Luftsauerstoff,
37°C) subkonfluent angezichtet und im Anschluss eine Petrischale jeder Zelllinie

weiter unter normoxischen Bedingungen inkubiert, wahrend je eine andere Schale in
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ein  hypoxisches Milieu (1% Luftsauerstoff, 37°C) gegeben wurde. Die
Inkubationsdauern in Hypoxie bzw. in Normoxie betrugen jeweils 2, 4, 6, 9, 12 sowie
24 Stunden.

5.4.1 Einfluss von Hypoxie auf den SAT-1-mRNS-Gehalt
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Abb. 5.18 Zelllinie TK173: Gehalt von SAT-1-mRNS in Abhé&ngigkeit der Inkubationsdauer unter
Hypoxie. mMRNS-Menge von SAT-1 in Zyklendifferenzen nach Inkubation der Zelllinie TK173 unter
Hypoxiebedingungen, sowie die Kontrolle unter Normoxiebedingungen. Die Inkubationsdauern
betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3
Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen: * p<0,05.

Ein erkennbarer Einfluss der Hypoxie auf die mRNS-Menge von SAT-1 in der
Zelllinie TK173 wird in dieser Versuchsanordnung ab etwa 12 Stunden
Inkubationsdauer erreicht. Wahrend die Kontrolle unter Normoxie nahezu konstante
Mengen an mRNS fir SAT-1 Uber alle Messzeitpunkte erkennen lasst, scheint die
Hypoxie ab 12 Stunden Inkubationsdauer eine Erh6hung der mRNS-Menge zu
induzieren, die bei 24 Stunden Inkubationsdauer bereits einen signifikanten
Unterscheid zur Kontrolle aufweist (Normoxie 24h: ACt = 22,94 + 0,29; Hypoxie 24h:
ACt =21,50 £ 0,47).
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Abb. 5.19 Zelllinie TK188: Gehalt von SAT-1-mRNS in Abhé&ngigkeit der Inkubationsdauer unter
Hypoxie. mMRNS-Menge von SAT-1 in Zyklendifferenzen nach Inkubation der Zelllinie TK188 unter
Hypoxiebedingungen, sowie der Kontrolle unter Normoxiebedingungen. Die Inkubationsdauern
betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3
Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen: * p<0,05.

Die Zelllinie TK188 zeigt im Vergleich zu TK173 bereits ab 6 Stunden (Normoxie 6h:
ACt = 22,47 £ 0,61; Hypoxie 6h: ACt = 20,39 = 0,99) eine deutliche Erh6hung der
MRNS-Menge fur SAT-1, die jedoch das Signifikanzniveau nicht ganz erreicht und
erst bei einer Inkubationsdauer von 24 Stunden (Normoxie 24h: ACt = 22,63 + 0,59;
Hypoxie 24h: ACt = 19,64 + 0,55) deutlich signifikant wird. Die Kontrolle unter
normoxischen Bedingungen weist nur geringe Schwankungen der mRNS-Menge

Uber einen Zeitraum von 24 Stunden auf.
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Abb. 5.20 Vergleich des SAT-1-mRNS-Gehalts in den Zelllinien TK173 und TK188 in
Abhangigkeit der Inkubationsdauer unter Hypoxie. mMRNS-Menge von SAT-1 in Zyklendifferenzen
nach Inkubation den Zelllinien TK173 und TK188 unter Hypoxiebedingungen. Die Inkubationsdauern
betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3
Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen. Signifikanzen jeweils im t-Test der beiden
Zelllinien gegeneinander: * p<0,05, ** p<0,01.

Wie bereits in den Versuchen mit TGF-B1 erkennbar, unterscheiden sich die beiden
Zelllinien bereits a priori in der Menge der SAT-1-mRNS voneinander: Die mRNS-
Menge in der Zelllinie TK188 ist hoher als in der Linie TK173 (TK173 Oh: ACt = 23,24
+ 0,21; TK188 Oh: ACt = 21,67 = 0,35). Im Verlauf der Inkubation unter hypoxischen
Bedingungen bleibt dieser Unterscheid nahezu unverandert, zeigt jedoch nach 6
Stunden Hypoxie kurzfristige Schwankungen (TK173 6h: ACt = 22,84 + 0,84; TK188
6h: ACt = 20,39 £ 0,99), die jedoch nach 24 Stunden wieder einen Unterschied auf
dem Ausgangsniveau erreichen (TK173 24h: ACt = 21,50 = 0,47; TK188 24h: ACt =
19,64 £+ 0,55), so dass insgesamt davon ausgegangen werden kann, dass beide
Zelllinien im Hinblick auf die mRNS-Menge von SAT-1 ahnlich auf den Einfluss von

Hypoxie reagieren.
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5.4.2 Einfluss von Hypoxie auf den NaS;-1-mRNS-Gehalt
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Abb. 5.21 Zelllinie TK173: Gehalt von NaS;-1-mRNS in Abhangigkeit der Inkubationsdauer unter
Hypoxie. mRNS-Menge von NaS;-1 in Zyklendifferenzen nach Inkubation der Zelllinie TK173 unter
Hypoxiebedingungen, sowie der Kontrolle unter Normoxiebedingungen. Die Inkubationszeiten
betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3
Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen.

In den ersten 6 Stunden der Inkubation unter Hypoxie veranderte sich die mRNS-
Menge des NaS;-1 in der Zelllinie TK173 nicht. Wahrend sich die Kontrolle zu allen
Zeitpunkten der Inkubation nahezu konstant in Bezug auf die mRNS-Expression
verhalt, kann bei 12-stindiger Inkubationsdauer unter Hypoxie ein leichter Anstieg
der mRNS-Menge fur NaSi-1 vermutet werden (Normoxie 12h: ACt = 24,47 + 0,63;
Hypoxie 12h: ACt = 23,53 + 0,54), der sich nach 24 Stunden noch deutlicher darstellt
(Normoxie 24h: ACt = 25,08 + 0,28; Hypoxie 24h: ACt = 22,25 + 1,32), jedoch die
Signifikanzgrenze von p < 0,05 nicht erreicht (p = 0,06).
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Abb. 5.22 Zelllinie TK188: Gehalt von NaS;-1-mRNS in Abhangigkeit der Inkubationsdauer unter
Hypoxie. mMRNS-Menge von NaS-1 in Zyklendifferenzen nach Inkubation der Zelllinie TK188 unter
Hypoxiebedingungen, sowie der Kontrolle unter Normoxiebedingungen. Die Inkubationsdauern
betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3
Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen: * p<0,05.

Die Zelllinie TK188 verhélt sich in Bezug auf die NaS-1-mRNS-Expression nahezu
analog zur Linie TK173. Ein erster leichter Unterschied der mRNS-Menge zwischen
Kontrolle und Hypoxie scheint ab einer 12-stiindigen Inkubation zu existieren
(Normoxie 12h: ACt = 23,68 = 0,63; Hypoxie 12h: ACt = 22,80 + 0,67). Dieser ist
jedoch zunéchst noch sehr gering, erreicht jedoch nach 24-stiindiger Inkubation ein
signifikantes Niveau (Normoxie 24h: ACt = 24,09 * 0,57; Hypoxie 24h: ACt = 21,81 *
0,59).
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Abb. 5.23 Vergleich des NaS;-1-mRNS-Gehalts in den Zelllinien TK173 und TK188 in
Abhangigkeit der Inkubationsdauer unter Hypoxie. mRNS-Menge von NaSi-1 in Zyklendifferenzen
nach Inkubation den Zelllinien TK173 und TK188 unter Hypoxiebedingungen. Die Inkubationsdauern
betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3
Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen. Signifikanzen jeweils im t-Test der beiden
Zelllinien gegeneinander: * p<0,05.

Bei einem Vergleich der mRNS-Menge fir NaS;-1 werden bereits vor Beginn der
hypoxischen Inkubation in der Zelllinie TK188 hthere Werte als in der Linie TK173
beobachtet (TK173 Oh: ACt = 24,78 = 0,21; TK188 Oh: ACt = 23,49 + 0,20). Diese
nehmen in beiden Zelllinien im Verlauf der Inkubation zu und erreichen nach 24
Stunden etwa die gleiche mRNS-Menge fur NaSi-1 (TK173 24h: ACt = 22,25 + 1,32;

TK188 24h: ACt = 21,81 + 0,59).
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5.4.3 Einfluss von Hypoxie auf den alpha-glattes-Gefallmuskelaktin-
MRNS-Gehalt
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Abb. 5.24 Zelllinie TK173: Gehalt von a-sma in Abhéangigkeit der Inkubationsdauer unter
Hypoxie. mMRNS-Menge von a-sma in Zyklendifferenzen nach Inkubation der Zelllinie TK173 unter
Hypoxiebedingungen, sowie der Kontrolle unter Normoxiebedingungen. Die Inkubationsdauern
betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3
Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen: * p<0,05.

Bei der Betrachtung der mRNS-Menge fir a-sma wird in der Zelllinie TK173 bereits
nach 6-stindiger Inkubation eine deutlich hthere mRNS-Menge unter Hypoxie im
Gegensatz zur Kontrolle detektiert (Normoxie 6h: ACt = 24,01 + 0,44; Hypoxie 6h:
ACt = 22,58 + 0,74). Die a-sma-mRNS-Menge nimmt im Verlauf weiter zu, so dass
der Unterschied zwischen Hypoxie und Kontrolle bereits nach 12-stiindiger
Inkubation signifikant ist (Normoxie 12h: ACt = 23,95 + 0,31; Hypoxie 12h: ACt =
21,82 £ 0,49). Dieser Unterschied nimmt durch steigende mRNS-Mengen von a-sma
bis hin zu 24 Stunden noch weiter zu (Normoxie 24h: ACt = 23,95 + 0,28; Hypoxie
24h: ACt = 20,90 = 0,95). Die mRNS-Menge der Kontrolle bleibt Uber den
untersuchten Zeitraum mit Ausnahme des 4-Stunden-Wertes (Normoxie 4h: ACt =
23,14 £ 1,11), der eine hohe Standardabweichung aufweist, nahezu konstant.
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Abb. 5.25 Zelllinie TK188: Gehalt von a-sma-mRNS in Abh&ngigkeit der Inkubationsdauer unter
Hypoxie. mMRNS-Menge von a-sma in Zyklendifferenzen nach Inkubation der Zelllinie TK188 unter
Hypoxiebedingungen, sowie der Kontrolle unter Normoxiebedingungen. Die Inkubationsdauern
betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3
Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen: * p<0,05.

In der Zelllinie TK188 zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen Hypoxie und
Kontrolle erst nach 9-stiindiger Inkubation der Zellen. Wahrend die Kontrolle tber die
gesamte Inkubationsdauer nahezu konstante mRNS-Mengen anzeigt, nimmt die
MRNS-Menge fur a-sma und Hypoxie zu (Normoxie 9h: ACt = 20,79 + 0,17; Hypoxie
9h: ACt = 19,85 + 0,74). Dieser Unterschied hat bereits nach 12 Stunden die
Signifikanzgrenze von p < 0,05 erreicht (Normoxie 12h: ACt = 21,11 + 0,10; Hypoxie
12h: ACt = 19,23 £ 0,62) und steigt bis hin zu 24 Stunden noch weiter an (Normoxie
24h: ACt = 20,73 £ 0,31; Hypoxie 24h: ACt = 18,36 = 0,82). Die mRNS-Menge der

Kontrolle bleibt Gber die gesamte Zeitdauer der Inkubation nahezu konstant.
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Abb. 5.26 Vergleich des a-sma—-mRNS-Gehalts in den Zelllinien TK173 und TK188 in
Abhangigkeit der Inkubationsdauer unter Hypoxie. mRNS-Menge von a-sma in Zyklendifferenzen
nach Inkubation den Zelllinien TK173 und TK188 unter Hypoxiebedingungen. Die Inkubationsdauern
betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3
Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen. Signifikanzen jeweils im t-Test der beiden
Zelllinien gegeneinander: * p<0,05, ** p<0,01.

Im Vergleich der beiden Zelllinien wird bereits zu Beginn des Versuchs ohne Hypoxie
ein deutlicher Unterschied in der Menge der vorhandenen mRNS fur a-sma deutlich.
Die Zelllinie TK188 weist eine wesentlich hohere Menge auf als die Linie TK173
(TK173 Oh: ACt = 24,03 + 0,22; TK188 Oh: ACt = 20,71 £ 0,45). Dieser Unterschied
verringert sich nach 2-stindiger Inkubation unter Hypoxie leicht, indem die mRNS-
Menge fur a-sma in der Zelllinie TK173 steigt (TK173 2h: ACt = 23,35 £+ 0,93; TK188
2h: ACt = 20,62 = 0,33). Dieser Unterschied bleibt dann bis hin zu 24 Stunden

nahezu konstant (TK173 24h: ACt = 22,47 + 0,61; TK188 24h: ACt = 20,45 + 0,99).
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5.4.4 Einfluss von Hypoxie auf den E-Cadherin-mRNS-Gehalt
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Abb. 5.27 Zelllinie TK173: Gehalt von E-Cadherin-mRNS in Abhé&ngigkeit der Inkubationsdauer
unter Hypoxie. mRNS-Menge von E-Cadherin in Zyklendifferenzen nach Inkubation der Zelllinie
TK173 unter Hypoxiebedingungen, sowie der Kontrolle unter Normoxiebedingungen. Die
Inkubationsdauern betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen
Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen: ** p<0,01.

Die Zelllinie TK173 zeigt bei der Inkubation zunachst die Tendenz unter Hypoxie die
MRNS-Menge des epithelialen Markers E-CDH zu steigern (Hypoxie Oh: ACt = 16,64
+ 0,73; Hypoxie 2h: ACt = 16:30 * 0,62; Hypoxie 4h: ACt = 16,10 + 0,47). Jedoch fallt
nach 12-stindiger Inkubation unter Hypoxie die mRNS-Menge von E-CDH im
Vergleich zur Kontrolle sichtbar ab (Normoxie 12h: ACt = 16,57 + 0,70; Hypoxie 12h:
ACt = 18,34 + 0,71). Nach 24-stindiger Inkubation wird dann eine im Vergleich zur
Kontrolle signifikant niedrigere mMRNS-Menge fur E-Cadherin erreicht (Normoxie 24h:
ACt = 16,49 = 0,75; Hypoxie 24h: ACt = 20,36 * 0,65). Die Kontrolle bleibt tber die
gesamte Zeitdauer der Inkubation nahezu konstant.
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Abb. 5.28 Zelllinie TK188: Gehalt von E-Cadherin in Abhangigkeit der Inkubationsdauer unter
Hypoxie. mMRNS-Menge von E-Cadherin in Zyklendifferenzen nach Inkubation der Zelllinie TK188
unter Hypoxiebedingungen, sowie der Kontrolle unter Normoxiebedingungen. Die Inkubationsdauern
betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen Mittelwerte aus 3
Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen: * p<0,05, ** p<0,01.

In der Zelllinie TK188 zeigt sich bereits nach 2 Stunden ein deutlicher Abfall der
MRNS-Menge fur E-Cadherin unter Hypoxie (Normoxie 2h: ACt = 17,45 £ 0,83;
Hypoxie 2h: ACt = 18,67 = 0,65). Der Unterschied zur Kontrolle ist bereits nach 6
Stunden signifikant (Normoxie 6h: ACt = 16,71 + 0,87; Hypoxie 6h: ACt = 19,21 +
0,67) und die mRNS-Menge von E-Cadherin fallt dann kontinuierlich weiter. Nach 24
Stunden ist der Unterschied zwischen Kontrolle und Hypoxie dann maximal grof3
(Normoxie 24h: ACt = 17,95 + 0,49; Hypoxie 24h: ACt = 22,81 + 0,50).
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Abb. 5.29 Vergleich des E-Cadherin-mRNS-Gehalts in den Zelllinien TK173 und TK188 in
Abhangigkeit der Inkubationsdauer unter Hypoxie. mMRNS-Menge von E-Cadherin in
Zyklendifferenzen nach Inkubation den Zelllinien TK173 und TK188 unter Hypoxiebedingungen. Die
Inkubationsdauern betrugen dabei jeweils 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden. Die Werte fassen
Mittelwerte aus 3 Messungen unterschiedlicher Zellpassagen zusammen. Signifikanzen jeweils im t-
Test der beiden Zelllinien gegeneinander: * p<0,05, ** p<0,01.

Bei der Betrachtung des Bindeproteins E-Cadherin wird im Vergleich der beiden
Zelllinien bereits zu Beginn deutlich, dass die Zelllinie TK188 wesentlich weniger
MRNS des Bindeproteins besitzt als die Linie TK173 (TK173 Oh: ACt = 16,64 = 0,73;
TK188 Oh: ACt = 17,39 + 0,80). Dieser Unterschied wird unter Hypoxie zunachst bis
zur Stunde 4 grof3er (TK173 4h: ACt = 16,10 + 0,66; TK188 4h: ACt = 18,79 + 0,74),
verringert sich dann ab 6-stiindiger Hypoxiedauer jedoch wieder (TK173 6h: ACt =
16,81 + 0,47; TK188 6h: ACt = 19,21 £ 0,67) und bleibt dann bis einschlief3lich
Stunde 24 nahezu konstant (TK173 24h: ACt = 20,36 £ 0,65; TK188 24h: ACt =
22,81 £ 0,50).
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5.5 Einfluss von Hypoxie auf die SAT-1 - Protein - Expression

Da zum Versuchszeitpunkt fir NaSi-1 kein Antikérper kommerziell zu erwerben war,

wurde der Proteinnachweis im Western Blot auf den Transporter SAT-1 beschrankt.

| SAT-1

A — — e — E-ﬁnktlﬂ

TKA73 TK188 |TK173 TK188
-Mormoxie- | -Hypoxie-

Abb. 5.30 Nachweis von SAT-1-Protein nach Inkubation unter Normoxie und Hypoxie. Western
Blot der Proteine aus den Zelllinien TK173 und TK188 nach Inkubation in Hypoxie (1% O,) bzw.
Normoxie (21% O,) fir 24 Stunden. Es wurden anti-B-Aktin- und anti-SAT-1-Antikdrper verwendet.
Dargestellt ist ein Beispielergebnis einer Serie von Experimenten, die mit 7 unterschiedlichen
Passagen durchgefihrt wurden.

Im Western Blot konnte flr beide Zelllinien unter Hypoxie und Normoxie jeweils eine
deutliche Bande bei etwa 70 kDa detektiert werden. Neben dieser konnten weitere
Banden knapp Uber und unter 100 kDa detektiert werden. [B-Aktin stellte das
housekeeping-Protein dar. In sieben durchgefihrten Versuchen konnte mithilfe der
densitometrischen Auswertung kein konsistentes Ergebnis hinsichtlich der
Proteinmengen erzielt werden. Interessant hierbei war, dass hypoxische
Inkubationsbedingungen das housekeeping-Protein B-Aktin starker zu beeinflussen
scheinen als SAT-1. Diesem sollte in weiterfihrenden Versuchen, die den Umfang

dieser Arbeit sprengen wirden, nachgegangen werden.

5.6 Einfluss von Hypoxie auf die [**S]Sulfataufnahme

Der Sulfataufnahme-Versuch wurde mit beiden Zelllinien durchgefihrt, die jeweils
entweder unter Normoxie oder Hypoxie fur 24 Stunden inkubiert wurden. Um die an
der Sulfataufnahme beteiligten Transporter einzeln bestimmen zu kdnnen, wurden
verschiedene Aufnahmemedien eingesetzt. In einem Natrium-freien Medium sollte
die Aufnahme von Sulfat Uber NaSi-1 gehemmt sein, da dieser Natrium als Co-
Substrat obligat benétigt. DIDS fungiert als Hemmstoff der Aufnahme von Sulfat tGber
SAT-1.
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Abb. 5.31 Darstellung der [358]Sulfataufnahme in die Zelllinien TK173 und TK188 nach 24-
stindiger Inkubation unter Normoxie (21% O,) und Hypoxie (1% O,). Aufgetragen sind jeweils die
aufgenommenen [358]Sulfatmengen in pmol / mg Protein gegen die jeweilige Zelllinie in Hypoxie und
Normoxie bzw. unter Zugabe des jeweiligen Co-Substrats bzw. Hemmstoffs. Die Inkubationszeit in
dem [SSS]Squat—haItigen Aufnahmemedium betrug 5 min. Die Werte fassen 4 Messwerte
verschiedener Zellpassagen zusammen.

Unabh&ngig von den gewéhlten Versuchsbedingungen war die Aufnahme von Sulfat
in Zellen, die unter Normoxie fur 24 Stunden inkubiert wurden hoher als in Zellen, die
unter hypoxischen Bedingungen fir 24 Stunden inkubiert wurden. Ein Unterschied
zwischen beiden Zelllinien ist hingegen kaum erkennbar. Ebenso hat — bei hoher
Standardabweichung - das gewéhlte Aufnahmemedium unter normoxischer
Inkubation keinen Einfluss auf die Aufnahme von Sulfat in die Zellen. Unter
hypoxischen Bedingungen scheint die Aufnahme in Natrium-freiem Medium in der
Zelllinie TK188 gegeniber der Linie TK173 leicht, jedoch nicht signifikant, erhdht.
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Zelllinie  Bedingung  Aufnahmemedium  Mittelwert Standard-
(pmol/mg Protein) abweichung

TK173 Normoxie 141,3 22,9
Hypoxie 52,9 13,3
TK188 Normoxie 105,9 25,8
Hypoxie 52,1 12,5
TK173 Normoxie Natrium-frei 106,6 15,5
Hypoxie Natrium-frei 63,6 9,6
TK188 Normoxie Natrium-frei 109,7 31,5
Hypoxie Natrium-frei 86,8 3,1
TK173 Normoxie Natrium-frei + DIDS  110,7 23,8
Hypoxie Natrium-frei + DIDS 77,1 21,5
TK188 Normoxie Natrium-frei + DIDS  107,8 31,7
Hypoxie Natrium-frei + DIDS 87,7 13,6

Tab. 5.1 Aufnahme von [*S]Sulfat in die Zelllinien TK173 und TK188 unter hypoxischen
und normoxischen Bedingungen sowie in Abhangigkeit vom Aufnahmemedium.



DISKUSSION

6 Diskussion

Diabetes mellitus und chronischer Hypertonus zahlen in den Industrielandern der
Welt zu den gro3en Volkskrankheiten mit steigender Inzidenz. In der Folge dieser
Erkrankungen kommt es haufig zu einer Mitbeteiligung der Nieren in Form von
vaskularen  Nephropathien, Glomerulosklerose und anderen chronischen
Nierenerkrankungen. Dabei spielt die Fibrosierung der Niere als Pathomechanismus
eine entscheidende Rolle bei der Einschrankung der Nierenfunktion. Die Fibrose wird
mithilfe vieler verschiedener Faktoren wie beispielsweise dem TGF-B1 oder durch
renale Hypoxie induziert, die beide durch Aktivierung von Fibroblasten die Bildung
von Extrazellularmatrix und damit die Fibrosierung auslosen konnen.

In dieser Arbeit sollten daher anhand von humanen renalen Fibroblastenkulturen
Transporter isoliert werden, die eine Rolle bei dem Transport von Sulfat, das fir die
Bildung der EZM nétig ist, spielen und der Einfluss der beiden Fibrose-Induktoren
TGF-B1 und Hypoxie auf diese Transporter untersucht werden. Dabei wurde neben
der Expression der Transporter SAT-1 und NaSi-1 auf mRNS-Ebene die des SAT-1
auch auf Proteinebene untersucht. Als Marker fir eine Nierenfibrose gelten eine
gesteigerte a-sma-Expression und ein Verlust von E-Cadherin, deren Expression auf
MRNS-Ebene in dieser Arbeit ebenfalls untersucht wurde.

6.1 Nachweis der spezifischen mRNS von SAT-1, NaS;-1, E-CDH
und a-smain den Zelllinien TK173 und TK188

In ersten Versuchen zu den Zelllinien und den Transportern SAT-1 und NaS;-1 (Abb.
5.2 und Abb. 5.3), bei denen die Zelllinien fur 3 Tage zum einen mit 1 ng/ml TGF-1
und zum anderen in Abwesenheit von TGF-B1 inkubiert wurden, konnten in beiden
Zelllinien auf mRNS-Ebene sowohl die Transporter SAT-1 als auch NaSi-1
nachgewiesen werden. Das erzeugte Bandenmuster in der PCR zeigt die mRNS fur
SAT-1 bei etwa 254 bp, die von NaSi-1 bei etwa 228 bp. Diese Langen entsprechen
den unter 3.1 aufgefuhrten Produktlangen der verwendeten Oligonucleotidprimer fur
SAT-1 und NaS;-1 und stimmen mit den Literaturdaten tUberein. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass die mMRNS fir die beiden Transporter in den

verwendeten Zellen vorhanden und auch eine Expression der zu untersuchenden
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Transporter auf Proteinebene mdglich ist. Damit ist in den obigen Zelllinien erstmals
der Nachweis dieser mRNS gelungen.

Das Vorhandensein von E-Cadherin-mRNS in der Zelllinie TK173 konnte, wie in Abb.
5.4 dargestellt, ebenfalls mithilfe der PCR nachgewiesen werden. Denn auch hier
entspricht die Produktlange von 583 bp dem eingesetzten Oligonucleotidprimer. In
der Zelllinie TK188 war in der PCR keine Bande fur E-Cadherin erkennbar. Bei der
Zelllinie TK 188 handelt es sich jedoch um eine Biopsie aus einer stark fibrotischen
Niere, fur die Studien — unabhangig von der verwendeten Zelllinie — haufig eine stark
reduzierte E-Cadherin-Expression gezeigt haben (YANG und LIU 2001; ARESU et
al. 2008; ZHENG et al. 2009). Es schien daher eine sensitivere Methode wie die real-
time PCR fir den genaueren Nachweis hier angebracht.

Die Expression von a-sma konnte an den Zelllinien TK173 und TK188 durch HEEG
et. al bereits nachgewiesen werden (HEEG et al. 2005). Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Versuche ergaben jedoch, trotz vorhandener Banden fir GAPDH-
MRNS als housekeeping gene, in beiden Zelllinien keinen Nachweis von a-sma. Ein
maoglicher und wahrscheinlicher Grund hierftr ist ein fehlerhafter oder falscher
Oligonucleotidprimer, der die DNS nicht oder inkorrekt gebunden hat. Auf einen
erneuten Versuch mit einem anderen Primer wurde in Anbetracht der schliissigen
Versuche von HEEG et. al verzichtet und eine Bestimmung mithilfe der sensitiveren
real-time PCR, die im Anschluss fur alle oben genannten Proteine erfolgte, konnte

das Vorhandensein von a-sma-mRNS zeigen.

6.2 Einfluss von TGF-B1 auf die Zellmorphologie sowie die mRNS-
Mengen von SAT-1 und NaS;-1

Im Rahmen der 3-tagigen Inkubation mit TGF-B1 wurden beide Zelllinien taglich
photographisch dokumentiert und ein Einfluss des Zytokins in der Konzentration von
10 ng/ml auf die Morphologie der Zellen beurteilt. Wie in 5.3.1 dargestellt,
unterscheiden sich die beiden Zelllinien zun&chst recht deutlich in ihrer Morphologie.
Wahrend die Zellen der Linie TK173 einen eher kugeligen Zellleib mit kurzen, dicken
Auslaufern ausbilden, haben die Zellen der Linie TK188 einen schmalen und langen
Zellleib mit diinnen, langgezogenen Auslaufern. Diese Formen scheinen sich auch

Uber den Inkubationszeitraum unter TGF-B1 kaum zu verédndern. Einzig in der Kultur
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der Linie TK173 nach 3 Tagen unter TGF-B1 ist eine leichte Tendenz zur Ausbildung
von langgezogenen und spitzen Zellauslaufern zu beobachten.

Der fehlende Einfluss von TGFB-1 auf die Zelllinie TK188 ist gut mit dem Fakt in
Einklang zu bringen, dass die Fibroblasten der Linie TK188 bereits a priori ihre
maximale Auspragung im Rahmen der Nierenfibrose erreicht haben und eine weitere
morphologische Veranderung nicht stattfindet. Die Zellen der Linie TK173 hingegen
scheinen ab Tag 3 unter TGF-B1 eine beginnende morphologische Veranderung hin
zum Phanotyp TK188 zu durchlaufen. Dass eine solche Veranderung mdoglich ist,
zeigten DIHAZI et al. durch Induktion eines osmotischen Stresses auf die Zelllinie
TK173 (DIHAZI et al. 2010), die sich daraufhin zu einem TK188-Phanotyp
entwickelte.

Neben der phéanotypischen Verdnderung der Zellen interessierte vor allem die
Anderung der mRNS-Menge von SAT-1 sowie NaS;-1 unter TGF-B1. In den PCR-
Versuchen zum Nachweis der mRNS dieser beiden Transporter (Kap. 5.2.1 und
5.2.2) wurde neben dem Ansatz mit low-glucose-Kulturmedium bereits testweise ein
Ansatz zusatzlich mit 1 ng/ml TGF-B1 fur 3 Tage inkubiert. In Abb. 5.2 und Abb. 5.3
ist zu erkennen, dass vor allem in der Expression von SAT-1-mRNS ein deutlicher
Unterschied zwischen den Zellen in Abwesenheit von TGF-1 und denen, deren
Medium 1 ng/ml TGF-B1 enthielt, besteht. Die mMRNS des SAT-1 scheint in beiden
Zelllinien wesentlich starker unter TGF-B1 exprimiert zu sein als in der Kontrolle.
Daneben scheint TK188 bereits in der Kontrolle wesentlich mehr SAT-1-mRNS zu
exprimieren als TK173.

Fur den NaS;-1 fallt eine Reaktion auf TGF-B1 weniger deutlich aus. Zwischen den
Zellen, die ohne TGF-B1 inkubiert wurden, und denen unter 1 ng/ml TGF-B1 scheint
innerhalb der Zelllinie kein Unterschied zu bestehen. Lediglich der Vergleich beider
Zelllinien lasst eine etwas starkere Expression der NaSi-1-mRNS in der Zelllinie
TK188 vermuten. Zur genaueren Bestimmung dieses Unterschieds, wurden
Konzentrationsreinen mit 0,1 ng/ml, 1,0 ng/ml und 10 ng/ml TGF-B1 jeweils fur 3
Tage und eine anschlieRende quantitative Bestimmung mittels real-time PCR
durchgefuhrt.

In der real-time PCR wird dann fir SAT-1 in beiden Zelllinien ein Einfluss des TGF-
B1 deutlich (Abb. 5.6 und Abb. 5.7). Bereits nach Zugabe von 0,1 ng/ml steigt die

MRNS-Menge des Transporters SAT-1 deutlich an und nimmt mit steigender
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Konzentration weiter signifikant zu. Fir den NaS;-1 zeichnet sich der Einfluss des
TGF-B1 — analog zu den ersten Eindricken in der PCR — weniger deutlich ab (Abb.
5.9 und Abb. 5.10). Obwohl auch hier in der Linie TK173 ein signifikanter Anstieg der
MRNS-Menge erkennbar ist, beginnt dieser jedoch erst bei hoheren TGF-f1-
Konzentrationen. In der Zelllinie TK188 ist zwar eine deutliche Tendenz zur
Steigerung der mMRNS-Menge zu erkennen, diese ist jedoch nicht signifikant.

Den gesteigerten mRNS-Mengen unter TGF-B1 nach zu urteilen, ware es also
durchaus moglich, dass SAT-1 eine Rolle im Rahmen der Fibrogenese der Nieren
spielt. Als mdglicher Transporter fir Sulfat, der in den Fibroblasten vorhanden ist und
deutlich auf den Fibrose-Induktor TGF-B1 (DENNLER et al. 2002; SATO et al. 2003)
reagiert, konnte er durch seinen Sulfattransport (REGEER et al. 2003) an der Bildung
von EZM und damit Fibrogenese beteiligt sein. Fur den Transporter NaS;-1 sind
grol3e Mengen an TGF-B1 erforderlich, um eine steigende Tendenz in der mMRNS-
Menge zu erzeugen. Falls NaSi-1 also uber TGF-B1 induzierbar ist und in den
Fibroblasten eine Rolle im Rahmen EZM-Produktion spielt, ware es moglich, dass
NaS;-1 fur seine Expression neben TGF-B1, das nur einen geringen Effekt auf die
Steigerung der mRNS-Menge hat, weitere Stimuli benétigt oder tber einen anderen
Signalweg (Abb. 1.7) im Rahmen der EMT aktiviert wird.

6.3 Einfluss von TGF-B1 auf die mRNS-Mengen von a-sma und E-
Cadherin

Unter 3-tagiger Inkubation der Zellen mit TGF-B1 in verschiedenen Konzentrationen
wurden neben den Einflissen auf die Transporter-mRNS auch die Einflisse auf die
MRNS-Mengen von a-sma und E-Cadherin untersucht, da diese als frihe Marker
einer EMT gewertet werden und somit geeignet sind, den ,Fibrosegrad” der Zellen im
Rahmen einer EMT zu dokumentieren.

Fur a-sma lasst sich in der Zelllinie TK173 ein leichter Anstieg der mRNS-Menge ab
einer Inkubation mit 1 ng/ml TGF-B1 erkennen, der durch héhere Konzentrationen
sogar weiter zunimmt (Abb. 5.12). Die Unterschiede sind dabei jedoch nicht
signifikant, sondern eher im Rahmen einer Tendenz zu werten. Fir TK188 werden
signifikant gesteigerte mMRNS-Mengen von a-sma erst bei hohen Konzentrationen
von TGF-B1 erkennbar (Abb. 5.13). Insgesamt besitzt die Zelllinie TK188 jedoch

bereits in der Kontrolle grol3ere Mengen an a-sma-mRNS als die Linie TK173. Diese
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Ergebnisse zeigen, nach zunachst fehlgeschlagenem Nachweis in der PCR (Kap.
5.2.4), das Vorhandensein von a-sma-mRNS in beiden untersuchten Zelllinien. Da es
sich bei der Linie TK188 um ein Biopsat einer bereits stark fibrotischen Niere handelt,
in der die a-sma-Expression Studien zufolge schon hoch ist (HEEG et al. 2005),
scheint es wenig verwunderlich, dass die mMRNS-Menge durch TGF-B1 nicht
unendlich ansteigen kann. Eine weitere Moglichkeit wére eine Desensibilisierung der
TGF-B1-Rezeptoren durch hohe TGF-B1-Konzentrationen in vivo. GENG et al.
konnten in proximalen Nierentubuluszellen Anderungen des TGF-B1-Einflusses
durch Veranderung des Rezeptors bzw. veranderte Smad7-Expression beschreiben
(GENG et al. 2009). Dass beide Zelllinien tber TGF-B1-Rezeptoren verfugen, konnte
bereits in Studien gezeigt werden (SCHUTTERT et al. 2003). Die Zellen der Linie
TK173 — die nur eine Tendenz zur gesteigerten mMRNS-Bildung erkennen lieRen —
kénnten aufgrund der Tatsache, dass sie gesundem Nierengewebe entstammen,
resistenter gegen die Einflisse von TGF-B1 in kleineren Konzentrationen sein und
daher erst bei hoheren Konzentration von TGF-B1 eine mRNS-Steigerung von a-sma
zeigen.

Das E-Cadherin als Zellverbandsmarker intakter Epithelstrukturen stellt einen guten
Parameter fur die Auflosung von Zellverbanden, beispielsweise im Rahmen einer
EMT dar (YANG und LIU 2001). Die Einflusse des TGF-B1 auf die Expression von E-
Cadherin und die intrazellularen Mechanismen sind bereits beschrieben worden
(VOGELMANN et al. 2005). In dieser Arbeit sollten die Einflisse anhand der
vorliegenden Fibroblastenpopulation auf mRNS-Ebene untersucht werden. In der
Zelllinie TK173 wird deutlich, dass bereits sehr geringe Konzentrationen an TGF-81
ausreichend sind, um die mRNS-Menge von E-Cadherin signifikant zu senken (Abb.
5.15). Bei Inkubation mit 10 ng/ml TGF-B1 konnten in der real-time PCR nur noch
verschwindend geringe Mengen an E-Cadherin-mRNS detektiert werden. Die
Zelllinie TK188, als fibrotisches Pendant, zeigte bereits unter der Kontrolle sehr
geringe MRNS-Mengen an E-Cadherin, die bereits bei einer Konzentration von 0,1
ng/ml TGF-B1 signifikant abgefallen war (Abb. 5.16). Unter Konzentrationen von 1,0
und 10 ng/ml TGF-B1 konnte bei der gewahlten Zyklenzahl von 47 in der real-time
PCR kein Signal mehr detektiert werden, was bei ansonsten problemfreiem
Versuchsablauf durchaus einem Verlust der E-Cadherin-Produktion gleichzusetzen

ist. Es konnte also gezeigt werden, dass E-Cadherin-mRNS in beiden Zelllinien
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vorhanden ist und dass TGF-B1 Zellverbande aufzulésen vermag, so dass kein E-

Cadherin mehr nachweisbar ist.

6.4 Einfluss von Hypoxie auf die mRNS-Mengen von SAT-1 und
NaS;-1

Um den Einfluss von Hypoxie auf die mRNS-Mengen von SAT-1 und NaS;-1 zu
untersuchen, wurden beide Zelllinien jeweils unter hypoxischen (1% O;) und als
Kontrolle in normoxischen (21% O,;) Bedingungen inkubiert. Die mMRNS-
Bestimmungen wurden dabei nach 0, 2, 4, 6, 9, 12 und 24 Stunden durchgefihrt.
Dabei zeigt die Zelllinie TK173 in den ersten Stunden wenig Veranderung der
MRNS-Menge fur SAT-1 unter Hypoxie. Erst ab etwa 6 Stunden Inkubationsdauer
lasst sich eine leichte Zunahme der mRNS fir SAT-1 in der hypoxischen Zelllinie
erkennen, die nach 24 Stunden dann signifikant wird (Abb. 5.18). In der Zelllinie
TK188 scheint der Einfluss der Hypoxie bereits nach 6 Stunden die mMRNS-Menge flr
SAT-1 deutlich zu steigern und erreicht auch hier nach 24 Stunden dann einen
signifikanten Unterschied (Abb. 5.19). Die Zelllinie TK188, die bereits unter
normoxischen Bedingungen mehr SAT-1-mRNS zu exprimieren scheint als TK173
(Abb. 5.20), reagiert also sensitiver auf die Hypoxie mit einer Steigerung der mRNS
fur SAT-1. Die Tatsache, dass in der ,fibrotischen" Zelllinie TK188 wesentlich mehr
SAT-1-mRNS vorliegt als in der ,gesunden“ Zelllinie TK173, lasst vermuten, dass
SAT-1 durchaus eine Relevanz im fibrotischen Prozess der Niere hat und somit
wahrscheinlich einen relevanten Transporter flur Sulfat darstellt und durch Hypoxie
induzierbar ist.

Fur den NaS;-1 zeigt sich unter der Inkubation in Hypoxie in der Zelllinie TK173 eine
leichte Zunahme der mRNS-Menge fir NaSi-1, die in der Folge weiter deutlich
sichtbar, wenn auch nicht signifikant, zunimmt (Abb. 5.21). Die Variationen in der
MRNS-Menge des Transporters unter Normoxie spiegeln sehr wahrscheinlich
Variationen in der Aussaat, im Wachstum und in der Handhabung der Zellen wider.
In der Zelllinie TK188 zeigt sich zu Beginn der Inkubation in Hypoxie zunachst ein
Abfall der mRNS-Menge fur NaSi-1, der etwa 4 Stunden lang anhalt, wobei die
MRNS-Menge dann kontinuierlich ansteigt, bis nach 24 Stunden ein signifikanter
Unterschied zur Kontrolle erreicht wird. Der vorribergehende Abfall der mRNS-

Menge konnte auf eine verzdgerte Adaptation der Zelllinie TK188 an die Hypoxie
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zurlckzufuihren sein. Dennoch scheint die Hypoxie bereits nach etwa 4 Stunden auf
die Zellen als Induktor fir eine NaS;-1-mRNS-Produktion zu wirken (Abb. 5.22).
Ahnlich wie die mRNS des SAT-1, reagiert auch die mRNS des NaS;-1 mit einer
Zunahme auf Hypoxie. Da auch hier die mMRNS-Menge von NaS;-1 in der fibrotischen
Niere, also Linie TK188, bereits in der Kontrolle zu Beginn hdher ist als in der Linie
TK173, kann auch hier davon ausgegangen werden, dass NaSi-1 eine Rolle in der
Fibrosierung der Niere zukommt und der Transporter somit am Sulfattransport im
Rahmen der EZM-Produktion beteiligt sein kbnnte.

Eine Induktion der mRNS-Expression fur SAT-1 und NaS;-1 unter Hypoxie konnte
somit fur beide Zelllinien gezeigt werden.

6.5 Einfluss von Hypoxie auf die mRNS-Mengen von a-sma und E-
Cadherin

Neben den Transportern sollte der Einfluss der Hypoxie auch auf die mRNS-Mengen
von a-sma und E-Cadherin untersucht werden, um Veranderungen in den Zell-Zell-
Kontakten zu dokumentieren. Dazu wurden beide Zelllinien sowohl unter
hypoxischen Bedingungen als auch unter normoxischen Bedingungen fur 2, 4, 6, 9,
12 und 24 Stunden inkubiert.

Es kann dabei in der Zelllinie TK173 bereits nach 2 Stunden im Vergleich zur
Kontrolle ein erster leichter Anstieg der mRNS-Menge fir a-sma detektiert werden,
der sich kontinuierlich fortsetzt und nach 12 bzw. 24 Stunden signifikant gegentuber
der Kontrolle erhéht ist (Abb. 5.24). In der Zelllinie TK188 lasst sich zunachst unter
hypoxischer Inkubation kein Unterschied zur Kontrolle erkennen. Nach 6-stiindiger
Inkubation ist dann ein Anstieg der mRNS-Menge fur a-sma sichtbar und auch diese
wird nach 12 bzw. 24 Stunden signifikant gro3er als in der Kontrolle (Abb. 5.25). Der
Einfluss von Hypoxie im Sinne einer Steigerung der mRNS-Produktion von a-sma ist
deutlich und steht somit im Einklang mit den Ergebnissen verschiedener Studien, die
unter Hypoxie eine Steigerung der mRNS-Menge postulieren (MANOTHAM et al.
2004b; SUN S et al. 2009). Die unterschiedlichen Reaktionen beider Zelllinien
konnten erneut auf die unterschiedliche Herkunft und das Fibrosestadium der
Zelllinien zurtckzufihren sein. Wahrend TK173 bezogen auf die mRNS-Produktion
von SAT-1 und NaSi-1 weniger sensitiv auf Hypoxie zu reagieren scheint, ist die

Reaktion auf Hypoxie fira -sma deutlicher. Die Zellen der Linie TK173 reagieren
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zeitnah auf die Hypoxie mit einem zunachst geringen Anstieg der mRNS-Mengen fir
a-sma, der nach 12 Stunden signifikant wird, wahrend die Zellen der Linie TK188, die
bereits in der Kontrolle héhere mRNS-Mengen haben, dagegen bereits stark
fibrosiert und daher nicht mehr so sensitiv fir Hypoxie urad -sma-Expression sind.
Hiermit in Einklang wirde stehen, dass die Expression vona -sma als frihes Zeichen
einer Fibrosierung bzw. EMT gewertet wird (YANG und LIU 2001; KALLURI und
WEINBERG 2009; LIU Y 2010). Da die TK188-Zellen als fibrotisch einzustufen sind,
ist es nicht verwunderlich, dass keine Anderungen aler -sma-mRNS-Menge mit
zunehmender Hypoxiedauer zu detektieren waren. Die Zelllinie TK173 hingegen, die
als nicht-fibrotisch beschrieben wird, reagiert deshalb mit einer Zunahme der a-sma-
MRNS-Menge unter zunehmender Hypoxiedauer. Die Reaktion auf Hypoxie
unterscheidet sich damit im Bezug auf die Zelllinien nicht von denen unter TGF[-1-
Inkubation, wo ebenfalls die Zelllinie TK173 deutlicher mit einer Steigerung der
MRNS-Menge reagiert als TK188. Dieses Ergebnis unterstitzt die Annahme, dass
die heterogene mMRNS-Steigerung beider Zelllinien auf ihre unterschiedlichen
Fibrosestadien zurlickzufiihren ist. Analog dazu sind auch die Anderungen der
MRNS-Menge fir E-Cadherin zu werten.

Fur E-Cadherin zeigte sich in der Zelllinie TK173 unter Hypoxie zunachst ein Anstieg
der mRNS-Menge von E-Cadherin in den ersten Stunden, der sich jedoch bereits
nach etwa 9 Stunden umkehrt und nach 24 Stunden bereits signifikant weniger
MRNS des E-Cadherin im Gegensatz zur Kontrolle vorliegt (Abb. 5.27). In der
Zelllinie TK188, in der bereits zu Beginn wesentlich weniger mRNS des E-Cadherins
vorliegt als in der Linie TK173 (Abb. 5.29), setzt bereits nach zwei Stunden eine
deutliche Abnahme der E-Cadherin-mRNS ein, die nach 6 Stunden signifikant wird
und dann weiter abnimmt (Abb. 5.28). Die Abnahme der mRNS-Menge von E-
Cadherin unter Hypoxie, die bereits in Studien beschrieben wurde (ESTEBAN et al.
2006; ZENG et al. 2008; SUN S et al. 2009), kann somit bestatigt werden. Der
vorubergehende Anstieg der mMRNS-Menge in der Linie TK173 ist vermutlich darin zu
suchen, dass die ,gesunde” Zelllinie TK173 zunachst noch tber Mechanismen der
Hypoxie-Abwehr verfigen konnte, die durch eine gesteigerte Expression von E-
Cadherin einen starkeren Zellzusammenhalt vermitteln und somit der Hypoxie
entgegenwirken. Nach l|angerer Zeit unter Hypoxie jedoch scheint dieser

Mechanismus nicht mehr standzuhalten und die mRNS-Menge von E-Cadherin
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nimmt ab. Die Vorschéadigung der Zelllinie TK188 scheint dagegen bereits zu einem
Verlust der Hypoxie-Resistenz gefuhrt zu haben, so dass die Hypoxie sofort zu
einem weiteren Verlust des Zellzusammenhaltes fuhrt.

Der Einfluss von Hypoxie im Sinne einer Zunahme der mRNS-Menge von a-sma
konnte somit fur beide Zelllinien bestétigt werden, ebenso konnte die Abnahme der
MRNS-Menge von E-Cadherin unter Hypoxie fur beide Zelllinien nachgewiesen

werden.

6.6 Einfluss von Hypoxie auf die Proteinmenge von SAT-1 und die

[**S]Sulfataufnahme

Wie in Kap. 5.5 dargestellt, konnte das Protein SAT-1 in den beiden Zelllinien
eindeutig bei knapp Uber 70 kDa nachgewiesen werden (Abb. 5.30). Das Protein
SAT-1 mit einer Grol3e von 701 Aminosauren hat eine errechnete Masse von 77 kDa
und ist daher mit der erzeugten Bande im Western Blot sehr gut zu erklaren.
Densitometrisch war jedoch kein Hinweis auf eine unterschiedliche Expression
zwischen beiden Zelllinien im Hinblick auf eine hypoxische Inkubation zu erkennen,
obwohl die Bestimmung der einzusetzenden Mengen sehr genau mithilfe der
Proteinbestimmung durchgeftihrt wurde und nicht, wie in vielen Fallen, auf die
eingesetzte Zellzahl bezogen, was aufgrund unterschiedlicher Wachstumstendenzen
der Zellen und verschiedenen Abldseverhaltens sehr ungenau gewesen waére.
Mogliche Ursachen fir dieses Ergebnis kdnnten in einem negativen Einfluss auf die
Translation durch zu starke Hypoxie zu suchen sein. Die Steigerung der mRNS-
Menge durch Hypoxie kénnte namlich durch verlangsamte Translation unter
hypoxischen Bedingungen einer langeren Latenz bis zu Expression des Proteins
bedurfen. Hierfir wirde auch der fehlende Unterschied zwischen TK173 und TK188
sprechen, der in der mRNS-Menge vorhanden ist, im Western Blot jedoch nicht
zutage tritt. Dass Hypoxie in vielen Zellen zu einer globalen Verlangsamung der
Translation Uber eine Hemmung des mammalian Target Of Rapamycin (mTOR)
fuhrt, konnten LIU et al. zeigen (LIU L et al. 2006). Zusatzlich kénnte der fibrotische
Phanotyp der TK188-Zellen eine Auswirkung auf Translation bzw. deren
Hypoxietoleranz haben und die Proteinexpression gegeniber TK173 verlangsamt
oder ineffizienter sein, was den fehlenden Unterschied zwischen beiden Zelllinien

erklaren konnte.
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Obwohl unter hypoxischen Bedingungen eine Zunahme der SAT-1-mRNS-
Expression zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte, konnte im Western Blot keine
erhbhte Proteinmenge detektiert werden. Zur Absicherung dieser Daten sollte
zusétzlich die Aufnahme von Sulfat in diese Zellen gemessen werden. Im Rahmen
dieser Sulfataufnahme (Abb. 5.31) zeigte sich dann ebenfalls, trotz nachgewiesener
Zunahme der mRNS beider Transporter unter Hypoxie, fur die Proteinfunktion keine
erhohte Sulfataufnahme unter Hypoxie. Wéahrend TK188 unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen mehr mRNS beider Transporter ausbildet als die Zelllinie
TK173, war in den Aufnahmeversuchen kaum ein Unterschied zwischen beiden
Zelllinien zu erkennen. Die Sulfataufnahme unter Hypoxie war bei allen
Versuchsbedingungen sogar niedriger als unter Normoxie, was ebenfalls im
Gegensatz zu der Steigerung der mRNS-Menge beider Transporter unter Hypoxie
steht. Es gilt dartiber hinaus bei den Ergebnissen der Sulfataufnahme zu beachten,
dass die Konstellation ,Natrium-frei + DIDS" im Aufnahmemedium im Normalfall zu
einer Hemmung des Sulfattransports in beiden Transportern fuhrt und damit ein Mal3
fur die Diffusion des Sulfats in die Zelle oder den Transport Uber andere Proteine
darstellt. Da die Werte flr die Sulfataufnahme auch unter dieser Versuchsbedingung
nahezu gleich mit der aufgenommenen Menge unter Hemmstoff-freiem Medium ist,
kann davon ausgegangen werden, dass es sich in allen Fallen nicht um eine durch
SAT-1- oder NaS;-1-vermittelte Sulfataufnahme, sondern am ehesten um Diffusion
handelt. Ein weiteres Indiz hierflr ist auch die aufgenommene Menge Sulfat, die sich
als insgesamt sehr niedrig darstellt. Es bleibt also festzuhalten, dass, trotz steigender
MRNS-Mengen fur beide Transporter unter Hypoxie und ausreichender mRNS-
Mengen unter Normoxie, kein funktionelles SAT-1-Protein nachgewiesen werden
kann. Es gibt mehrere moégliche Ursachen fir diese Diskrepanz zwischen mRNS-
Menge und Proteinexpression bzw. -funktion. Die wahrscheinlichste Ursache fir die
fehlende Proteinfunktion unter Hypoxie scheint ein Verlust der Zellviabilitat bzw. ein
Funktionsverlust der Proteine zu sein.

Die Hypoxie wurde mit 1% bewusst niedrig gewahlt, da die Regionen der Niere,
denen das Biopsat entstammt, mit Sauerstoffpartialdriicken von bis zu 10 mmHg
(MANOTHAM et al. 2005) bereits Uber eine gewisse Hypoxietoleranz verfligen
sollten. Allerdings scheint die gewahlte Hypoxie dennoch zu stark fir die

verwendeten Zelllinien gewesen zu sein. Weiterhin konnte wahrend der
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Aufnahmeversuche trotz vorsichtigen Waschens der Zellen eine Ablésung groR3er
Teile sowohl der hypoxischen als auch der normoxischen Zellen nicht verhindert
werden, so dass nur sehr kleine Proteinmengen fur die Versuche zur Verfliigung
standen.

In Versuchen zum Einfluss von Nikotin auf das Gehirn konnten SUN et al. ein
Phanomen beobachten, bei dem die mRNS-Menge fir das untersuchte Protein
ebenfalls signifikant anstieg, ein Einfluss auf die Proteinmenge jedoch ausblieb (SUN
D et al. 2007). Hier wurden mogliche Einflisse auf die Translation im Sinne von
Translationsfaktoren oder einer posttranslationalen Proteindegradation postuliert.
Ebenso detektierten RAJAKUMAR und CONRAD in der menschlichen Plazenta
unter physiologischen Bedingungen eine Zunahme von HIF-2a-mRNS mit Zunahme
des Gestationsalters, jedoch analog dazu eine Abnahme der HIF-2a-Proteinmenge.
Eine Erklarung fur diese Ergebnisse konnten die Autoren nicht liefern (RAJAKUMAR
und CONRAD 2000). Aber auch im Falle des Einflusses von Hypoxie auf TK173 und
TK188 scheint ein Einfluss auf Translationsebene eine mdgliche Ursache, wie bereits
in der Diskussion zum Western Blot erwdhnt. In mehreren Studien konnte gezeigt
werden, dass die Translation infolge von Hypoxie stark global verlangsamt ist. Im
Schnitt werden 16 Stunden Latenz fir eine erste schwache translationale Reaktion
auf Hypoxie beschrieben und die Proteinproduktion wurde mit ca. 50% ihrer
normalen Geschwindigkeit gemessen. Die Ursache daflr scheint dabei im
sparsamen Umgang der Zelle mit dem lebenswichtigen ATP zu liegen (LIU L et al.
2006; SPRIGGS et al. 2008).

Die genannten Moglichkeiten erklaren die verminderte Sulfataufnahme bzw. fehlende
Transporterfunktion unter Hypoxie. Jedoch bleibt zu diskutieren, warum auch bei den
Zellen unter Normoxie lediglich ein Sulfattransport auf Diffusionsniveau erzielt
werden konnte. Hier kommen &hnliche Ursachen infrage. Zum einen ware es
theoretisch vorstellbar, dass die Expression der Transporter auf Translationsebene
eines Cofaktors bedarf, der in der Zellkultur nicht vorlag und daher entweder zu
fehlender Translation oder posttranslationalter Proteindegradation gefthrt hat,
wahrscheinlicher scheint es jedoch zu sein, dass durch die mangelnde Adhasion der
Zellen an die Kulturschalen, die unter Hypoxie schlechter als unter Normoxie
ausgepragt ist, die Zellen bereits in den Waschvorgangen nahezu vollstandig

abgewaschen oder so geschadigt wurden, dass eine Sulfataufnahme nur noch per
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diffusionem in die wenigen vorhandenen, aber geschadigten Zellen, detektiert
werden konnte. Die im Vergleich hthere Aufnahme von [**S]Sulfat in der Linie TK173
im Aufnahmemedium, das Natrium enthielt und DIDS-frei war, wirde ebenfalls fir
diese Argumentation sprechen. Hier transportierten sowohl NaS;-1 als auch SAT-1
das [**S]Sulfat und zusatzlich waren die Zellen nicht durch die starke Hypoxie
vorgeschadigt. Dadurch verfligten die normoxischen, wie sich auch wahrend der
anderen Versuche zeigte, Uber bessere Adhasionseigenschaften im Vergleich zu den
hypoxisch inkubierten Zellen.

Insgesamt scheinen zwei Faktoren die Diskrepanz zwischen mRNS-Menge und
Proteinmenge und -funktion zu erklaren. Der fehlende Unterschied zwischen Hypoxie
und Normoxie auf Proteinebene, also im Western Blot, ist durch die verlangsamte
Translationsgeschwindigkeit mit einer in Studien postulierten Latenz von bis zu 16
Stunden und auch nur 50% Effizienz der Translation durchaus schlissig erklarbar.
Die fehlende Funktion der Transporter im Sulfataufnahme-Versuch hingegen scheint
neben einer vermutlich fehlenden Hochregulation des Proteins aufgrund zu grof3er
Translationslatenz vor allem in einer mangelnden Zellviabilitat, zu starker Ablésung
der Zellen und nachfolgender minimaler, vermutlich auch geschadigter, Zell- bzw.

Proteinmengen zu liegen.

6.7 Ausblick und Schlussfolgerung

In Anbetracht der vorliegenden Ergebnisse ergibt sich weiterer Forschungsbedarf im
Hinblick auf den Einfluss von Hypoxie auf die Transporterexpression und -funktion.
Die Zellen sollten in diesem Fall zunédchst mit weniger starker Hypoxie inkubiert
werden. AulRerdem sollte einer eventuell verzégerten Translation Rechnung getragen
werden, indem die Zellen ausreichend lange in Hypoxie inkubiert werden bzw. nach
hypoxischer Episode die Zeit erhalten, entsprechend Protein zu bilden. Im Rahmen
der [**S]Sulfat-Aufnahmeversuche miisste nach Mdglichkeiten zur besseren
Zelladhasion der verwendeten Zellen gesucht werden, um ein Abspullen der Zellen
zu verhindern. Die Verwendung eines Viabilitatstests im Zusammenhang mit den
[¥*S]Sulfat-Aufnahmeversuchen konnte einen Hinweis tiber die Menge der avitalen

Zellen geben.
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7 Zusammenfassung

Die Nierenfibrose als Folgeerkrankung verschiedenster Grunderkrankungen wie
Diabetes mellitus und arteriellem Hypertonus beruht auf einer Produktion von
Extrazellularmatrix (EZM) durch Fibroblasten. Dabei stellt Sulfat einen elementaren
Baustein der EZM in Form der Glykosaminoglykane dar. Bisher ungeklart ist die
Frage, wie das hydrophile Sulfat von den Fibroblasten aufgenommen wird. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die mRNS-Mengen der Sulfattransporter SAT-1 und
NaSi-1 sowie das Protein SAT-1 untersucht und mit den bekannten
Fibroseinduktoren TGF-B1 und Hypoxie versucht, eine Anderung der mRNS-Menge
bzw. Proteinexpression der beiden Transporter zu erzielen.

In den verwendeten Fibroblastenzelllinien TK173 und TK188 konnten beide
Transporter zunéchst nachgewiesen werden und es zeigte sich sowohl unter TGF-g1
als auch Hypoxie ein Effekt im Sinne einer Steigerung der mRNS-Menge beider
Transporter. Fur die Zelllinie TK173, die eine nicht-fibrotische Fibroblastenlinie
darstellt, konnten in allen Versuchen regelmafig niedrigere mRNS-Mengen der
Transporter detektiert werden als in der als fibrotisch bekannten Zelllinie TK188. Eine
Beteiligung dieser beiden Transporter am Sulfattransport im Rahmen der
Nierenfibrose scheint daher wahrscheinlich. Unter hypoxischen und normoxischen
Bedingungen konnte in dieser Arbeit auf Proteinebene der Transporter SAT-1 zwar
nachgewiesen werden (Antikbrper zum Nachweis von NaS-1 waren zum
Versuchszeitpunkt nicht erhaltlich), jedoch konnten hierbei keine zufriedenstellenden
Ergebnisse hinsichtlich der SAT-1-Expression erzielt werden, was auf eine zu stark
gewéhlte Hypoxie (1% O;) bzw. verlangsamte Translation unter Hypoxie
zuriickzufiihren sein  konnte. Im anschlieRenden [*S]Sulfat-Aufnahmeversuch
konnten, bei vermutlich stark geschadigter Zellstruktur bzw. verminderter
Zellviabilitat, unter Hypoxie eher verminderte [*°S]Sulfat-Aufnahmen {iber SAT-1 und
NaS;-1 detektiert werden.

Neben SAT-1 und NaS;-1 wurden auch die Fibroseparameter a-sma und E-Cadherin
untersucht. Dabei konnte, wie in diversen Studien bereits gezeigt, auch in beiden hier
verwendeten Zelllinien bestatigt werden, dass TGF-B1 und Hypoxie zu einer
Steigerung der mRNS-Menge von a-sma — als Marker fir Myofibroblasten — fihrt,
wahrend sie die mRNS-Menge von E-Cadherin — als epithelialem Zellverbands-
marker — signifikant senken.
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